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RESUMO 
 
Escherichia coli patogênicas extraintestinais (ExPEC) causam colibacilose 
aviária, infecções do trato urinário e meningite neonatal em humanos. A cepa 
ExPEC MT78 é virulenta in vitro e in vivo, e possui a habilidade de invadir 
células eucarióticas. Para melhor entender o fenótipo invasivo dessa cepa, foi 
criada uma biblioteca de mutantes aleatórios pela técnica de mutagênese 
marcada com assinatura, e os mutantes foram selecionados negativamente em 
ensaio de invasão a fibroblastos aviários. Mutantes atenuados apresentaram 
mutação em genes do operon da fímbria do tipo 1 e nos genes de metabolismo 
de açúcares treA e bglB. Foram feitos mutantes específicos para o gene que 
codifica a enzima trealase periplasmática (TreA) e para o operon de 
metabolismo de β-glicosídeos (bgl). O mutante MT78ΔtreA apresentou, frente à 
cepa selvagem, diminuição na capacidade de adesão e invasão a fibroblastos 
aviários, na expressão da fímbria do tipo 1 e na capacidade de colonizar a 
bexiga de camundongos em modelo de infecção urinária. O mutante 
MT78Δbgl também apresentou, frente à cepa selvagem, diminuição na 
capacidade de adesão e invasão a fibroblastos aviários e na capacidade de 
colonizar a bexiga de camundongos em modelo de infecção urinária, mas não 
mostrou alteração na expressão da fímbria do tipo 1, medida por aglutinação 
de leveduras. Os resultados deste trabalho mostraram que a trealase 
periplasmática afeta a expressão da fímbria do tipo 1 e a virulência in vivo da 
cepa ExPEC MT78, enquanto o operon do metabolismo de β-glicosídeos afeta 
a virulência in vivo da cepa ExPEC MT78 por um mecanismo ainda não-
elucidado. 
  
Palavras-chave: Escherichia coli patogênica extraintestinal; mutagênese 
marcada com assinatura; fímbria do tipo 1; trealose; β-glicosídeos 
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ABSTRACT 
 
Extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) cause colibacillosis in birds, urinary 
tract infections and neonatal meningitis in humans. The ExPEC strain MT78 is 
virulent in vitro and in vivo, and is able to invade eukaryotic cells. In order to 
better understand the invasive phenotype of this strain, a library of random 
mutants was made using the signature-tagged mutagenesis approach. The 
mutants were negatively selected in invasion assays of avian fibroblasts. 
Attenuated mutants presented mutation in the type 1 fimbria operon and in the 
genes of sugar metabolism treA and bglB. Specific mutants were created for the 
periplasmic trehalase (TreA) gene and for the β-glycosides metabolism operon 
(bgl). The MT78ΔtreA mutant displayed, in comparison with the wild type strain, 
a reduction on the capacity of adhesion and invasion to avian fibroblastos, on 
type 1 fimbriae expression and on the capacity to colonize the bladder in a 
murine model of urinary tract infection. The MT78Δbgl mutant, compared to the 
wild type strain, also displayed a reduction on the capacity of adhesion and 
invasion to avian fibroblastos and on the capacity to colonize the bladder in a 
murine model of urinary tract infection, but did not show any difference on type 
1 fimbriae expression as detected by yeast agglutination. Taken together, our 
results show that the periplasmic trehalase affects type 1 expression and in 
vivo virulence of the ExPEC strain MT78, and the operon for β-
glycosides metabolism affects in vivo virulence by an as yet unidentified 
mechanism. 
 
Keywords: Extraintestinal pathogenic Escherichia coli; signature-tagged 
mutagenesis; type 1 fimbriae; trehalose; β-glycosides 
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 1. INTRODUÇÃO 
1.1. Escherichia coli 
   Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa pertencente à família 
Enterobacteriaceae. Foi descrita pela primeira vez em 1885, por Theodor von 
Escherich, possui formato de bacilo, é um organismo anaeróbico facultativo não-
esporulado e é comensal do homem e de outros animais de sangue quente. 
 A maioria das cepas de E. coli não é patogênica, mas há um versátil 
conjunto causador de infecções responsável por mortalidade e alto custo para os 
sistemas de saúde (Kaper et al., 2004, Klemm et al., 2010). Essas linhagens são 
altamente adaptadas e adquiriram atributos de virulência específicos que lhes 
conferiram habilidade de se adaptar a novos nichos e colonizar novos 
hospedeiros (Kaper et al., 2004).  Tais atributos podem ser encontrados em 
elementos genéticos, podendo estar presentes em diferentes combinações, como 
plasmídeos, transposons, ilhas de patogenicidade e bacteriófagos (Kaper et al., 
2004). Para que um patógeno cause doença em um indivíduo saudável, é 
necessário que (1) se adapte e colonize o hospedeiro; (2) sobreviva no seu 
interior e se multiplique; (3) evada do seu sistema imunológico e (4) se dissemine 
a outros hospedeiros (Falkow, 1991). Isso é possível graças aos fatores 
associados à virulência e ao fitness bacteriano, que permitem à bactéria cumprir 
todas as etapas da infecção. 
 É possível dividir as E. coli patogênicas em dois grandes grupos, as 
patogênicas intestinais e as patogênicas extraintestinais (ExPEC, de 
Extraintestinal Pathogenic E. coli). As E. coli patogênicas intestinais são 
responsáveis pelas diarreias e podem apresentar diversas estratégias para invadir 
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as células intestinais (Reis and Horn, 2010, Klemm et al., 2010). Esse grupo está 
divido em subgrupos como EPEC (E. coli enteropatogênica), ETEC (E. coli 
enterotoxigênica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), EHEC (E. coli entero-
hemorrágica), EAEC (E. coli enteroagregativa), DAEC (E. coli difusamente 
aderente) e AIEC (E. coli aderente e invasiva). As ExPEC, por sua vez, são 
classificadas em três subgrupos: as causadoras de infecção do trato urinário 
(UPEC, de UroPathogenic E. coli); as causadoras de meningite no neonato 
(NMEC, de Newborn Meningitis-associated E. coli); e as que causam colibacilose 
em aves (APEC, de Avian Pathogenic E. coli) (Kaper et al., 2004). Apesar de 
colonizarem diferentes nichos e apresentarem estratégias de patogenicidade 
distintas, as E. coli patogênicas podem compartilhar genes de virulência. 
1.2. Produção avícola no Brasil 
 A produção de carne de frango no Brasil foi de 12,9 milhões de toneladas 
em 2016, número que confere ao Brasil o segundo lugar no mundo em produção 
de carne de frango, atrás apenas dos Estados Unidos da América (18,26 milhões 
de toneladas). Cerca de 66% dessa produção foi destinada ao consumo pelo 
mercado interno, atingindo uma média de 41,1 kg de carne de frango por pessoa. 
Os estados da região Sul do Brasil são os principais responsáveis por essa 
produção, contribuindo com 63,62% da produção nacional (ABPA, 2017). 
 As exportações de carne de frango atingiram 4,38 milhões de toneladas em 
2016, número que mantém o Brasil como maior exportador mundial de carne de 
frango. Os estados da região Sul são responsáveis por 76,29% das exportações. 
Os principais países importadores da carne de frango brasileira são a Arábia 
Saudita (746 mil ton), a China (485 mil ton), o Japão (397 mil ton), os Emirados 
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Árabes Unidos (302 mil ton) e Hong Kong (249 mil ton). O valor total da receita 
cambial, se somadas todas as formas de exportação (cortes, frango inteiro, frango 
industrializado e outras formas), foi de US$ 6,85 bilhões de dólares (ABPA, 2017). 
 O fato de a produção avícola no Brasil ser a de mais baixo custo do mundo 
(ALVES et al., 2006) e de os animais terem atingido um alto padrão de evolução 
genética faz com que as melhorias na cadeia produtiva estejam voltadas à saúde 
e à nutrição das aves, já que a seleção de aves com alta taxa de crescimento a 
partir de uma menor quantidade de alimentos têm tornado os animais mais 
suscetíveis a infecções por microrganismos (Swaggerty et al., 2009), como o vírus 
Influenza, espécies de Salmonella e E. coli. 
 De acordo com a Portaria n° 210, de 10 de novembro de 1998, “Qualquer 
órgão ou outra parte da carcaça que estiver afetado por um processo inflamatório 
deverá ser condenado e, se existir evidência de caráter sistêmico do problema, a 
carcaça e as vísceras na sua totalidade deverão ser condenadas.” (Brasil, 1998). 
Baseado nas estimativas feitas por Fallavena e colaboradores (Fallavena et al., 
2000) e na produção brasileira de frango em 2016, a condenação de carcaças 
infectadas com E. coli teria sido de aproximadamente 27 mil toneladas de carne, o 
que corresponderia a quase US$ 12 milhões (ALVES et al., 2006). Nesse sentido, 
este trabalho estuda uma cepa E. coli patogênica aviária, um dos principais 
agentes causadores de doenças infecciosas em aves. 
1.3. E. coli patogênicas aviárias 
A infecção de aves por E. coli foi descrita em 1894, por Lignieres. A 
bactéria E. coli foi isolada dos sacos aéreos de aves com doença respiratória em 
1954 e 1955, por Wassermann et al. e Fahey, respectivamente (La Ragione and 
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Woodward, 2002).  Tratava-se da colibacilose, a infecção bacteriana mais comum 
em aves, que se manifesta de várias formas, como peritonite do ovo, onfalite 
(infecção do embrião), salpingite (infecção do oviduto) síndrome da cabeça 
inchada, celulite (dermatite necrótica) e colissepticemia, sendo a última a mais 
grave forma de manifestação (La Ragione and Woodward, 2002). A 
colissepticemia afeta galinhas, perus e patos de 2 a 12 semanas, e é 
caracterizada por pericardite, peri-hepatite, aerossaculite, sinovite, peritonite, 
conjuntivite e enterite (La Ragione and Woodward, 2002, Allan et al., 1993, 
Cheville and Arp, 1978). Aves selvagens, domésticas e ornamentais podem ser 
afetadas, normalmente após uma infecção bacteriana (por Mycoplasma sp.) ou 
viral (pelo vírus da doença de Newcastle ou da bronquite infecciosa, por exemplo) 
(La Ragione and Woodward, 2002, Barnes et al., 2003). Devido aos prejuízos 
significativos à avicultura mundial causados pela colibacilose (Dziva and Stevens, 
2008), vários grupos de pesquisa vêm investigando as bases moleculares da 
colibacilose aviária, bem como a interação patógeno-hospedeiro entre as aves e 
as cepas APEC e os perfis patogênicos, fenotípicos e genotípicos dessas 
bactérias. 
 As cepas de E. coli podem ser classificadas de diversas formas, sendo 
uma delas a determinação do sorogrupo. Para isso, é utilizada a identificação de 
antígenos somáticos (O, Öhne, LPS), capsulares (K, Kapsel), flagelares (H, 
Hauch) e fimbriais (F, Fimbriae), presentes na superfície bacteriana. Algumas 
cepas não podem ser sorotipadas, devido à perda parcial ou total da cadeia 
lipopolissacarídica (Ferreira and Knöbl, 2000). Entre as APEC, os sorotipos mais 
comuns no hemisfério Norte são O1, O2, O8, O35 e O78 (La Ragione and 
  
20 
 
Woodward, 2002). No Brasil, os sorotipos mais frequentes são O2, O21, O36, 
O50, O78, O88, O119 e O152 (Ferreira and Knöbl, 2000). Entretanto, em um 
trabalho recente, outros sorotipos considerados incomuns em APEC, como O6, 
O25, O46, O106, O111 e O143, mostraram-se mais prevalentes que os comuns. 
Esses sorotipos estão mais associados a ExPEC humanas, o que pode indicar 
uma capacidade das cepas humanas de colonizar aves (Knobl et al., 2012). 
1.4. E. coli uropatogênicas e infecções do trato urinário  
Infecções do trato urinário estão entre as infecções mais comuns em 
humanos, e mais da metade das mulheres terão ao menos uma infecção urinária 
ao longo da vida (Foxman, 2014). A maioria (cerca de 75%) das infecções 
urinárias são causadas por E. coli uropatogênica (UPEC), e o trato urinário é a 
principal fonte de bacteremia por E. coli (Foxman, 2014). Cerca de 150 milhões de 
pessoas são diagnosticadas com infecção do trato urinário anualmente em todo o 
mundo (Stamm and Norrby, 2001). Somente nos Estados Unidos, o custo dessas 
infecções, entre tratamento e tempo perdido de trabalho, está estimado em 3,5 
bilhões de dólares por ano (Flores-Mireles et al., 2015). 
Após a introdução da bactéria na uretra, o primeiro passo no 
estabelecimento da infecção do trato urinário é a adesão e a invasão das células 
epiteliais da bexiga pela UPEC. Esses processos são dependentes da interação 
da fímbria do tipo 1 na bactéria com a proteína uroplaquina na superfície da célula 
epitelial (Mulvey et al., 1998, Martinez et al., 2000, Thumbikat et al., 2009); caso a 
bactéria não possua fímbria, ela poderá crescer na urina mas não causará 
doença, quadro conhecido como bacteriúria assintomática (Hunstad and Justice, 
2010). Uma fração das UPEC internalizadas escapa do endossomo para o citosol 
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e ali estabelece um biofilme bacteriano intracelular (Anderson et al., 2003), cujo 
crescimento acaba por lisar a célula epitelial e liberar bactérias que invadirão 
outras células epiteliais (revisado em Hunstad and Justice, 2010). A colonização 
bacteriana causa exfoliação das células epiteliais superficiais, mas permite que as 
UPEC invadam a camada epitelial subjacente. A habilidade de crescer na urina e 
a aquisição de ferro também são fundamentais à sobrevivência bacteriana. 
Cepas UPEC que expressam a fímbria do tipo P serão capazes de 
colonizar o epitélio renal, e a cistite poderá evoluir para uma pielonefrite (revisado 
em Kaper et al., 2004). A expressão de hemolisina e de outras citotoxinas 
acarreta dano epitelial renal e, se a bactéria cruzar a barreira epitelial, poderá 
causar uma bacteremia. 
1.5. NMEC e meningites neonatais 
Meningites bacterianas afetam crianças e adultos, mas são particularmente 
graves em recém-nascidos. A meningite neonatal exige rápidos diagnóstico e 
tratamento para minimizar os riscos para o bebê (Ku et al., 2015). A incidência de 
meningite neonatal varia de acordo com o nível de desenvolvimento dos países. 
No Reino Unido, na Holanda, na Suécia e nos Estados Unidos a incidência é de 
cerca de 0,3 casos para cada 1000 nascimentos (de crianças vivas); no 
Paquistão, cerca de 0,9; na Turquia, cerca de 2,8; na Índia, cerca de 5 e na 
Guatemala, cerca de 6. O Brasil apresenta a incidência de 4 casos de meningite a 
cada 1000 nascimentos (Ku et al., 2015), um número preocupante dada a 
gravidade da doença. 
Para causar meningite, a bactéria precisa penetrar a barreira hemato-
encefálica (BHE), de modo que uma alta bacteremia facilita essa penetração. Por 
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essa razão, em 33% dos casos de sepse neonatal ocorre também meningite, e 
62% dos casos de meningite neonatal ocorrem em decorrência de sepse (Polin 
and Comm Fetus, 2012). 
A meningite neonatal é dividida em dois tipos, de acordo com o período de 
manifestação da doença: (1) início precoce, com aparecimento de bactérias no 
líquido céfalo-raquidiano (LCR) em até 72 h após o nascimento; e (2) início tardio, 
com aparecimento de bactérias no LCR entre 3 e 28 dias (Barichello et al., 2013, 
Ku et al., 2015). A meningite neonatal de início precoce está associada à 
aspiração, pelo bebê, de líquido amniótico contaminado pela microbiota vaginal 
da mãe, ou ainda à sepse causada por bactérias desta microbiota após contato 
com a pele ou com mucosas do recém-nascido (Polin and Comm Fetus, 2012). A 
de início tardio pode ser causada tanto por contaminação pela microbiota vaginal 
materna como por outras fontes, principalmente do ambiente hospitalar, como 
cateteres e má-higiene das mãos, por exemplo (Ku et al., 2015). 
Cerca de 15% dos casos de meningite neonatal levam a criança a óbito em 
países desenvolvidos (Gaschignard et al., 2011, Heath et al., 2011). Este valor 
varia entre 40 e 58% nos países em desenvolvimento (Thaver and Zaidi, 2009, 
Furyk et al., 2011). Acredita-se que esses números estão subestimados, já que 
nem todos os bebês com suspeita de meningite são submetidos à coleta de líquor 
(Furyk et al., 2011), ou essa coleta é realizada apenas após o início do tratamento 
com antibióticos, apresentando um resultado falso-negativo (Stoll et al., 2011). 
Apesar da diminuição da mortalidade nos últimos anos, a morbidade 
associada à meningite neonatal mantém-se praticamente inalterada (Heath et al., 
2011). Até 50% das crianças com histórico da doença apresentam problemas 
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neurológicos, sendo 25% problemas severos (Heath et al., 2011, Galiza and 
Heath, 2009, Gaschignard et al., 2011). Entre as sequelas mais frequentes estão 
perda auditiva neurossensorial, convulsões, desordens motoras, retardo mental e 
problemas comportamentais (Gaschignard et al., 2011, Tan et al., 2015). 
As principais bactérias causadoras de meningite em crianças e adultos são 
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae do 
tipo B (Kim, 2003). Meningite neonatal, entretanto, é causada principalmente por 
Streptococcus agalactiae e Escherichia coli K1, responsáveis por pelo menos dois 
terços de todas as mortes por meningite neonatal da Europa, além de espécies de 
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter e Serratia, Streptococcus pneumoniae e 
Listeria monocytogenes (Barichello et al., 2013). Desde os anos 1990, E. coli K1 
emergiu como o principal agente causador da sepse precoce, uma condição que 
precede a meningite de início precoce, entre recém-nascidos de muito baixo peso 
corporal (até 1,5 kg) (Stoll et al., 2002, Ku et al., 2015). NMEC são responsáveis 
por 30% dos casos de meningite neonatal, sendo a principal causa da doença em 
recém-nascidos prematuros que apresentam muito baixo peso corporal (Ku et al., 
2015). Cerca de 80% das cepas NMEC possuem o antígeno capsular K1, que 
confere à bactéria resistência ao soro do hospedeiro, facilitando quadros de sepse 
e meningite (Kim, 2003). 
Para causar meningite é necessário que a bactéria colonize a mucosa do 
hospedeiro, atravesse a superfície epitelial e atinja a corrente sanguínea, seja 
capaz de sobreviver e se multiplicar no sangue, atravesse a barreira hemato-
encefálica e seja capaz de colonizar o sistema nervoso central. Para tanto, a 
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bactéria deve possuir genes que codificam proteínas que desempenhem estas 
funções.  
1.6. Fatores associados à virulência de ExPEC 
Apesar de colonizarem nichos diferentes, APEC, UPEC e NMEC 
compartilham genes e estratégias de virulência (Ewers et al., 2007). Para que 
possam causar doença, as cepas ExPEC necessitam, essencialmente, aderirem-
se ao tecido que será colonizado, por meio de adesinas; sobreviverem ao efeito 
do soro do hospedeiro, por meio de protectinas; e serem capazes de se 
multiplicar em seus líquidos biológicos, seja sangue, urina ou líquor, pobres em 
ferro livre, possuindo sistemas sideróforos (Barbieri et al., 2013, Horn et al., 2012). 
ExPEC podem apresentar, adicionalmente, invasinas e toxinas. 
A mera presença de genes associados à virulência no genoma de uma 
bactéria, entretanto, não garante que a proteína seja, de fato, expressa. As 
bactérias usam mecanismos específicos para mediar respostas adaptativas aos 
diferentes ambientes e condições de estresse encontradas no hospedeiro 
(Mekalanos, 1992). Sistemas reguladores podem atuar em todas as funções 
fisiológicas da bactéria, desde o metabolismo até expressão de genes de 
virulência  (Zhou et al., 2003). Boa parte do que se sabe sobre a regulação dos 
genes de virulência de ExPEC é baseada em análise de sequência de DNA, na 
qual sítios conhecidos de reguladores são identificados, mas estudos 
experimentais de regulação de virulência vêm ganhando a atenção (Cortes et al., 
2008, Crepin et al., 2012b, Barbieri et al., 2013). A seguir, serão discutidos os 
principais genes associados à virulência de ExPEC e um pouco de sua regulação. 
1.6.1. Adesinas 
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 Os pulmões e os sacos aéreos são as principais portas de entrada de 
patógenos em aves (Gross, 1961); a uretra é a principal porta de entrada para 
UPEC (Kaper et al., 2004); as mucosas do recém-nascido são a principal porta de 
entrada para NMEC (Kim, 2003), e o trato gastrintestinal é um reservatório de 
cepas de E. coli não-patogênicas e patogênicas extraintestinais, devido ao 
comensalismo dessa bactéria com aves e humanos (Ewers et al., 2009).  A 
expressão de adesinas é uma forma de facilitar a passagem da bactéria do 
intestino para a corrente sanguínea, bem como a colonização dos tecidos 
específicos do hospedeiro (Stordeur et al., 2002). 
1.6.1.1. Adesinas fimbriais 
As adesinas mais estudadas e mais bem caracterizadas são as adesinas 
fimbriais. As fímbrias são filamentos ou apêndices de proteínas expressos na 
superfície celular das bactérias, de 1 µm de comprimento e 7 nm de largura, 
formadas por cerca de 1000 subunidades proteicas (Klemm et al., 2010) e podem 
ser de diferentes tipos (Dziva and Stevens, 2008). 
1.6.1.1.1. Fímbria do tipo 1 
A fímbria mais comum em ExPEC é a fímbria do tipo 1 (fim), codificada por 
um operon de nove genes (Fig. 1)  (Klemm et al., 2010). A proteína FimA é a 
principal estrutura formadora da fímbria do tipo 1, responsável pelo “corpo” da 
fímbria, com cerca de mil proteínas repetidas interligadas. As proteínas FimF, 
FimG e FimH, com uma unidade de cada em uma fímbria, formam a estrutura da 
“ponta”, sendo FimH, dimérica, a mais externa e responsável pelo 
reconhecimento de moléculas de manose, que promove a aderência da bactéria 
às superfícies mucosas (Arné et al., 2000). As proteínas FimC e FimD são o 
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sistema “chaperona/usher”, FimC funcionando como chaperona e auxiliando no 
dobramento e direcionamento de todas as demais proteínas pelo periplasma, e 
FimD sendo ancorada à membrana externa e servindo como base para a 
montagem da fímbria. As recombinases FimB e FimE fazem a regulação da 
expressão da fímbria. FimI não possui função conhecida. Entre os genes de fimE 
e fimA está a região conhecida como fimS. Essa região possui diversos sítios de 
ligação de reguladores globais e o promotor do operon fim dentro de duas 
sequências inversíveis (Fig.1), que funcionam como reguladores da expressão da 
fímbria. Orientada pelas recombinases FimE e FimB, a mudança de fase da 
região fimS entre as sequências inversíveis vai determinar se a bactéria está no 
estado ON – fimbriado, ou OFF – não-fimbriado (Fig. 1) (Klemm et al., 2010, Hung 
et al., 2009, Kuwahara et al., 2010). 
A função da fímbria do tipo 1 está bem elucidada na patogênese da 
infecção urinária por UPEC. A presença da fímbria do tipo 1 é essencial para que 
a bactéria colonize e invada células do epitélio da bexiga (Martinez et al., 2000, 
Mulvey et al., 1998); caso a bactéria não possua fímbria, ela poderá crescer na 
urina, mas não causará doença (Hunstad and Justice, 2010). 
Em APEC, a função da fímbria do tipo 1 na patogênese da colibacilose 
aviária não está elucidada. Marc e colaboladores (Marc et al., 1998) não 
observaram diminuição na infecção de aves com um mutante nulo para o operon 
fim comparado ao selvagem (MT78), sugerindo que, ao contrário de UPEC, a 
presença da fímbria não seria determinante para a colonização bacteriana. Por 
outro lado, em mutantes nulos para os mais variados genes associados à 
virulência em APEC e cuja deleção acarreta diminuição da virulência, tem-se 
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frequentemente observado uma diminuição na expressão da fímbria do tipo 1. A 
redução da capacidade invasiva da MT78 em mutantes nulos para as supostas 
invasinas IbeA e IbeT pode ser consequência da redução da expressão da fímbria 
do tipo 1 (Cortes et al., 2008), e não pela ausência da invasina em si, como 
originalmente pensado (Germon et al., 2005). A redução na virulência observada 
em mutantes nulos para os genes do sistema de secreção do tipo VI hcp e clpV 
pode ser atribuída à diminuição da expressão da fímbria do tipo 1 (de Pace et al., 
2010), e a deleção do gene yadC, do operon que codifica uma fímbria, também 
causou redução da expressão da fímbria do tipo 1 (Verma et al., 2015). Assim, 
apesar do trabalho de Marc e colaboradores (Marc et al., 1998), a fímbria do tipo 
1 parece ser central na virulência de APEC. 
 Em NMEC, a fímbria do tipo 1 é essencial para a adesão em todas as 
etapas do estabelecimento da infecção, desde as mucosas até a barreira hemato-
encefálica (Kim, 2003). 
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Figura 1. Fímbria do tipo 1 de E. coli. A. Estrutura da fímbria do tipo 1 montada na membrana externa (OM) bacteriana. Figura extraída 
de Busch and Waksman, 2012. B. Esquema do operon fim, fora de escala. Figura extraída de Hung et al., 2009. C. Região inversível de 
fimS, nas orientações ON (esquerda) e OFF (direita). Promotor do operon fim em verde. IRL: sequência inversível da esquerda; IRR: 
sequência inversível da direita.  Figura extraída de Kuwahara et al., 2010. 
A. 
B. 
C. 
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1.6.1.1.2. Outras fímbrias 
Outra fímbria importante para ExPEC, especialmente para UPEC, é a 
fímbria P, codificada pelo operon pap. Em humanos, a fímbria P está associada à 
pielonefrite (Sauer et al., 2000); em aves, estaria associada à colonização dos 
órgãos internos depois do estabelecimento da infecção inicial (Pourbakhsh et al., 
1997, La Ragione and Woodward, 2002). A fímbria F1C é uma estrutura 
semelhante à fímbria do tipo 1; é codificada pelo operon foc, e sua maior 
subunidade é a proteína FocA (Klemm et al., 2010). A fímbria S é outra estrutura 
encontrada em ExPEC, sendo mais associada a NMEC (Antão et al., 2009). É 
codificada pelo operon sfa e pode ser associada à fímbria F1C no operon sfa/foc. 
Outra fímbria, presente em todas as APEC, é Curli (Ewers et al., 2007, Barbieri et 
al., 2013), uma estrutura fina e enrolada. É codificada pelo operon csg e sua 
maior subunidade é a proteína CsgA (Klemm et al., 2010).  
1.6.1.2. Adesinas afimbriais 
A adesina afimbriada Tsh (temperature-sensitive haemagglutinin), da 
família dos autotransportadores secretados por bactérias Gram-negativas 
(Stathopoulos et al., 1999), é importante para APEC por contribuir para as 
primeiras etapas da infecção, incluindo a colonização dos sacos aéreos (Dozois et 
al., 2000). Além disso, Tsh é responsável pela aglutinação de hemácias em 
temperaturas inferiores a 26° C (Provence and Curtiss, 1994). Outra adesina 
afimbriada é Afa, codificada pelo cluster gênico afa-8, uma das adesinas 
afimbriais mais frequentes em E. coli patogênicas humanas, e está associada a 
cepas ExPEC pap-negativas (Stordeur et al., 2002, Dziva and Stevens, 2008). 
Essa adesina contribui para a virulência a pintos de um dia e para a indução de 
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colibacilose clássica da mesma maneira que as cepas pap-positivas (Stordeur et 
al., 2004). 
1.6.2. Fatores de resistência ao soro (protectinas) 
ExPEC têm sua virulência aumentada devido a fatores que oferecem 
resistência à ação do sistema complemento e à fagocitose mediada por 
opsonização (Nolan et al., 2003). O plasmídeo colV, associado a APEC, é 
importante para a resistência ao soro, pois codifica o gene da colicina V - uma 
proteína importante na infecção de pintos de um dia (Zhao et al., 2009) -, traT e 
iss, cujas proteínas supostamente protegem a membrana bacteriana do ataque do 
sistema complemento (Dziva and Stevens, 2008). Acredita-se que a proteína TraT 
antagoniza a deposição de C3 (Agüero et al., 1984) e inibe a formação do 
complexo C5b6 (Pramoonjago et al., 1992). A proteína Iss desempenha um papel 
importante na resistência de APEC ao soro (Mellata et al., 2003a), e sua presença 
é necessária para a virulência como um todo (Tivendale et al., 2004). Entretanto, 
em estudo de transcriptoma realizado com a cepa APEC O1, comparando os 
genes expressos em caldo LB e em soro de galinha, o gene iss não mostrou 
diferença na expressão entre as duas condições (Li et al., 2011). 
Outro fator de virulência bastante prevalente em cepas ExPEC é a cápsula 
K1 (La Ragione and Woodward, 2002). A cápsula K1 é um polissacarídeo que 
contém ácido polissiálico e está associado a infecções extraintestinais (Bliss et al., 
1996). Além disso, esse fator de virulência possui propriedade anti-fagocítica (Van 
Dijk et al., 1979), pode estar envolvido na resistência ao soro (Stawski et al., 
1990) e é essencial para a penetração da barreira hemato-encefálica (Kim, 2008). 
Os genes envolvidos na síntese e na exportação da cápsula K1 são neuC e 
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kpsMTII (Bree et al., 1989, Arrecubieta et al., 2001). Um estudo realizado pelo 
nosso grupo correlaciona a presença do gene kpsMTII a índices mais altos de 
patogenicidade em pintos de um dia (Barbieri et al., 2013). 
A proteína OmpA, presente na maioria das cepas APEC (Barbieri et al., 
2013) e essencial para a virulência de NMEC (Mittal et al., 2011), faz parte da 
membrana externa de E. coli e outras enterobactérias. Desempenha função de 
adesina, invasina e serve, ao mesmo tempo, como alvo do sistema imunológico 
do hospedeiro e como fator de resistência ao soro (Wooster et al., 2006). OmpA é 
sítio de reconhecimento por vários bacteriófagos (Smith et al., 2007) e está 
envolvida na invasão da barreira hemato-encefálica por NMEC (Kim, 2003). 
1.6.3. Fatores de aquisição de ferro (sistemas sideróforos) 
A habilidade de sequestrar ferro dos tecidos corporais desempenhada 
pelas bactérias patogênicas é essencial para sua virulência, pois o ferro é 
utilizado na cadeia respiratória e está em baixas concentrações nos tecidos do 
hospedeiro. Em APEC, essa característica está associada à letalidade de pintos 
de um dia (Dho and Lafont, 1984, de Brito et al., 2003). Entre os sistemas 
sideróforos, o sistema da aerobactina é o mais bem caracterizado e foi descrito 
em uma ilha de patogenicidade de Shigella (Vokes et al., 1999). Um estudo 
mostrou que o sistema da aerobactina é codificado também em uma região 
conservada de virulência de um plasmídeo do tipo ColV, pAPEC-O2-ColV  
(Johnson et al., 2006). O sistema da aerobactina é composto pelo operon 
iucABCD e pelo gene iut, que codificam um sideróforo hidroxamato e o receptor 
férrico da aerobactina (La Ragione and Woodward, 2002, Dziva and Stevens, 
2008). A transformação de uma E. coli comensal com o plasmídeo contendo o 
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sistema da aerobactina aumentou a letalidade da cepa para embriões aviários e a 
capacidade de colonização renal em camundongos (Skyberg et al., 2006), 
demonstrando a importância desse sistema para a virulência. Outro fator de 
aquisição de ferro, também encontrado em plasmídeos do tipo ColV, é a 
salmoquelina, codificada pelo operon iroBCDEN e necessária para a virulência in 
vivo de APEC (Caza et al., 2008). A deleção simultânea de aerobactina e 
salmoquelina de uma cepa UPEC causou modificações abruptas no perfil do 
metaboloma da cepa quando crescida em urina humana, o que mostra a 
importância desses sistemas para UPEC (Su et al., 2016). O sistema 
salmoquelina também está relacionado à virulência de NMEC (Bonacorsi et al., 
2003).  Da mesma família da salmoquelina (sideróforos catecolatos), a 
enterobactina é outro sistema de aquisição de ferro, codificado pelo operon 
entABCDEF e cuja secreção pode ser essencial para a virulência de APEC, caso 
não haja nenhum outro sideróforo expresso pela cepa (Caza et al., 2011). 
Outro sideróforo é o sistema transportador de ferro codificado pelo operon 
sitABCD. O sistema é composto por permeases, que aumentam a captura de 
ferro e manganês, contribuindo com a multiplicação bacteriana. Juntamente com 
a proteína MntH, o sistema medeia a resistência ao estresse oxidativo (Sabri et 
al., 2008). Outros fatores sideróforos, como fyuA e irp2, foram primeiramente 
descritos em Yersinia enterocolitica, mas também são encontrados em E. coli 
patogênicas intestinais, APEC (La Ragione and Woodward, 2002) e UPEC 
(Khasheii et al., 2016). O gene ireA, que codifica outro fator associado à captação 
de ferro, foi descrito em cepa UPEC e contribui para aumentar a invasão em 
bexiga de camundongos (Russo et al., 2001). O gene chuA, receptor e utilizador 
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de ferro heme em E. coli, foi descrito em APEC  através de experimento por 
mutagênese marcada com assinatura (STM, do inglês signature-tagged 
mutagenesis)  in vivo (Li et al., 2005), sugerindo seu papel na virulência. 
O fato de as ExPEC apresentarem sistemas de aquisição de ferro com 
funções redundantes em seu genoma reforça a importância desses sistemas para 
a virulência dessas bactérias. É necessário que ao menos um sistema sideróforo 
esteja funcional para que a bactéria consiga sobreviver às baixas concentrações 
de ferro disponível nos líquidos biológicos do hospedeiro. 
1.6.4. Invasinas 
A invasão às células do hospedeiro permite que a bactéria se multiplique 
ou permaneça em estado quiescente no interior das células (Falkow, 1991). A 
invasão de UPEC às células de bexiga é mediada pela fímbria do tipo 1 (Kaper et 
al., 2004). Até o momento, não foi elucidado o processo pelo qual APEC chega à 
circulação sanguínea (Dziva and Stevens, 2008), mas experimentos in vitro e in 
vivo mostram que cepas APEC são capazes de sobreviver à ação de macrófagos 
(Pourbakhsh et al., 1997, Mellata et al., 2003b) e experimentos in vitro 
demonstram que pelo menos uma cepa APEC é capaz de invadir fibroblastos 
aviários (Matter et al., 2011).  
Entre os fatores de virulência envolvidos no processo de invasão por APEC 
e NMEC a células de seus hospedeiros estão a proteína IbeA e o homólogo da 
proteína Tia, bem como os genes presentes na ilha de patogenicidade gimB. A 
proteína IbeA auxilia NMEC na invasão da barreira hemato-encefálica (Kim, 
2001). Em APEC a frequência desse gene é cerca de 20% (Ewers et al., 2007, 
Barbieri et al., 2013), e sua provável função é auxiliar na colonização do epitélio 
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pulmonar (Germon et al., 2005, Moulin-Schouleur et al., 2006, Cortes et al., 2008). 
A expressão do gene ibeA também está relacionada a um aumento da expressão 
da fímbria do tipo 1 e à formação de biofilmes (Cortes et al., 2008, Wang et al., 
2011). 
A proteína Tia foi descrita na E. coli enterotoxigênica, desempenhando o 
papel de aderência e invasão de células humanas íleo-cecais e epiteliais 
colônicas em cultura (Fleckenstein et al., 1996). Em APEC, a proteína homóloga à 
Tia é codificada pelo gene tia, localizado em uma ilha de patogenicidade de 56 kb, 
a mesma que codifica o operon pap e outros fatores de virulência (Kariyawasam 
et al., 2006). 
A ilha de patogenicidade gimB, que é característica de NMEC, está 
associada à manutenção dos níveis de bacteremia característicos da meningite 
(Bonacorsi et al., 2003). Apesar de ibeA e gimB aparecerem em baixas 
frequências em isolados de APEC, sua presença está correlacionada a índices 
mais altos de patogenicidade em pintos de um dia (Barbieri et al., 2013). 
1.6.5. Toxinas 
 Bactérias patogênicas são capazes de produzir substâncias que, per se, 
são tóxicas ao hospedeiro. A proteína Vat (Ewers et al., 2007, Barbieri et al., 
2013), codificada pelo gene vat em uma ilha de patogenicidade, é uma toxina 
característica de APEC. Essa toxina gera vacúolos na célula do hospedeiro, 
levando a um efeito citotóxico semelhante ao observado pela toxina VacA, de 
Helicobacter pylori (Parreira and Gyles, 2003). 
 Em UPEC, as toxinas mais importantes são α-hemolisina, codificada pelo 
gene hlyA, que causa hemólise no hospedeiro e é secretada por um sistema de 
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secreção do tipo I (Nagai et al., 1998, Finlay and Falkow, 1997), e a serino-
protease codificada pelo gene sat (Guyer et al., 2000), que causa vacúolos nas 
células epiteliais do glomérulo (Kaper et al., 2004). O fator de citoxicidade 
necrosante, codificado pelo gene Cnf1/2 (De Ricke et al., 1999), é uma toxina 
importante para NMEC, contribuindo para o dano à barreira hemato-encefálica 
(Kim, 2003). 
1.7.   Metabolismo de trealose em E. coli 
Trealose é um α(1→1)-dímero de glicose que desempenha um papel duplo 
em E. coli e muitas outras espécies bacterianas. Esse açúcar pode ser 
metabolizado e usado diretamente como fonte de carbono ou, sob condições de 
estresse osmótico, trealose funciona como um agente osmoprotetor (Styrvold and 
Strom, 1991). A enzima trealase periplasmática, TreA, degrada trealose em duas 
moléculas de glicose e sua expressão é induzida sob condições de osmoloridade 
aumentada na cepa E. coli K-12 (Boos et al., 1987). Sob condições de estresse 
osmótico, trealose pode ser sintetizada de novo a partir de duas moléculas de 
glicose pelas enzimas trealose-6-fosfato sintase (OtsA) e trealose-6-fosfato 
fosfatase (OtsB) no citoplasma (Giaever et al., 1988), podendo então ser 
novamente transladada ao periplasma, onde pode ser mantida na forma de 
trealose ou convertida de volta em duas glicoses por TreA, em um ciclo que 
regula o nível de trealose na célula (revisado em Strom and Kaasen, 1993); ou 
ainda pode ser utilizada como fonte de carbono, sendo degradada pela enzima  
trealase citoplasmática (TreF) (Horlacher et al., 1996). Em condições de 
isotonicidade, a cepa K-12 utiliza trealose como fonte de carbono, convertendo-a 
em glicose no citoplasma pela enzima trealose-6-fosfato hidrolase (TreC) 
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(Rimmele and Boos, 1994). A Figura 2 mostra a rota de biossíntese e degradação 
de trealose na cepa K-12 sob condições de estresse osmótico e isotonicidade. 
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Figura 2. Vias metabólicas da trealose em E. coli.  A glicose é transportada para as 
células pelo sistema glicose-fosfotransferase (EIIAGlc). Sob condições hipertônicas, 
trealose é sintetizada pelas enzimas trealose-6-fosfato sintase (OtsA) e trealose-6-
fosfatase (OtsB), usando glicose-6-fosfato e UDP-glicose como substratos. Entretanto, 
trealose é degradada por ambas as enzimas trealases periplasmática (TreA) e 
citoplasmática (TreF). A excreção de trealose é facilitada pelas proteínas ativadas por 
esticamento (stretch-activated proteins –  SAP) na membrana plasmática. Sob condições 
isotônicas, trealose é transportada para dentro da célula pela enzima EIICBTre (TreB) do 
sistema fosfotransferase. Trealose-6-fosfato é hidrolizada em glicose e glicose-6-fosfato 
pela enzima trealose-6-fosfato hidrolase (TreC). Glicose livre é fosforilada pela 
glicocinase (GK). Figura extraída e legenda traduzida de Li et al., 2012. 
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1.8. Metabolismo de β-glicosídeos em E. coli 
Os açúcares β-glicosídeos são compostos de origem vegetal que 
consistem em uma molécula de glicose ligada por uma ligação β-1,4 a um 
grupamento alifático ou aromático. Os principais β-glicosídeos são arbutina e 
salicina, cujos grupamentos laterais são 2-hidroximetilfenil e 4-hidroxifenil, 
respectivamente (Harwani, 2014). Em E. coli, o operon bgl codifica as enzimas 
necessárias para captação e utilização de açúcares β-glicosídeos; porém a 
maioria das E. coli são incapazes de fermentar β-glicosídeos porque esse operon 
encontra-se silenciado (críptico) pela proteína histona H-NS (Schaefler, 1967, 
Schnetz, 1995), um regulador de transcrição global em bactérias gram-negativas 
(Dorman, 2007). O operon bgl pode ser ativado por mutações no gene hns ou por 
mutações na vizinhança do promotor do bgl que prejudiquem a repressão pela H-
NS (Schnetz, 1995). Alternativamente, o operon bgl pode ser transcrito se o 
ativador BglJ-RscB estiver ativo e inibindo H-NS (Salscheider et al., 2014). 
O operon bgl é composto pelos genes bglG, bglF, bglB, bglH, yieL (bglI) e 
yieK (bglK). O gene bglG codifica um antiterminador que age em dois 
terminadores rho independentes que flanqueiam bglG (Mahadevan et al., 1987, 
Schnetz and Rak, 1988). bglF codifica uma permease PTS que fosforila e 
transporta arbutina e salicina. Na ausência de um indutor, BglF fosforila BglG, 
impedindo sua função como antiterminador (Amster-Choder et al., 1989, Schnetz 
and Rak, 1990). bglB codifica uma fosfo-β-glicosidase, que cliva salicina e 
arbutina fosforiladas (Harwani, 2014). A função de bglH não é essencial para a 
utilização de β-glicosídeos; BglH é uma porina de membrana externa específica 
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para a absorção de carboidratos (Andersen et al., 1999). Não há função descrita 
para os genes yieL e yieK. 
Uma análise do operon bgl em uma coleção de 171 isolados de E. coli 
mostrou que a evolução e estado funcional do operon estão relacionados à 
filogenia de E. coli. Em isolados do grupo filogenético B2, o operon bgl é funcional 
ou apresenta um menor silenciamento pela H-NS. Já nos grupos filogenéticos A e 
B1, o operon acumula mutações com perda de função, enquanto no grupo 
filogenético D o operon apresenta perda de genes (Sankar et al., 2009). O grupo 
B2 concentra isolados ExPEC (Bingen et al., 1998, Picard et al., 1999, Johnson et 
al., 2001), sugerindo que a funcionalidade do operon bgl confere uma vantagem 
seletiva a esses patógenos. 
1.9. A cepa MT78 
A cepa MT78 foi isolada na França, em 1982 (Dho and Lafont, 1982), da 
traqueia de uma galinha com colibacilose associada à infecção por Mycoplasma 
sp. Essa cepa vem sendo estudada pelo nosso grupo e mostrou-se capaz de 
causar morte celular por apoptose em macrófagos (Horn et al., 2012). Em ensaios 
in vivo, a cepa MT78 foi capaz de matar sete de 18 frangos de três semanas 
inoculados; nos demais, causou infecção sistêmica e lesão nos órgãos internos. 
Também foi detectada a presença da bactéria no cérebro de uma dessas aves 
(dados não publicados). 
Em outro estudo do nosso grupo, no qual várias cepas virulentas foram 
testadas em ensaios de invasão de fibroblastos aviários de linhagem CEC-32, a 
cepa MT78 foi a única que se mostrou invasiva, superando o controle positivo 
Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344. Também nesse estudo as 
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cepas foram genotipadas quanto a 33 genes associados à virulência. A cepa 
MT78 apresentou 20 deles, sendo ao menos um de cada uma das categorias 
anteriormente descritas (exceto toxinas) (Matter et al., 2011). Foram eles: 
adesinas (crl, fimC e hrlA/hek); invasinas (gimB e ibeA); sistemas de aquisição de 
ferro (chuA, fyuA, ireA, iroN, irp2, iucD, sitD chr e sitD ep); fatores de resistência 
ao soro (iss, neuC, kpsMTII, ompA e traT) e outros (cvi/cva e Rpai). 
Analisando-se o perfil de genes de virulência das cepas não-invasivas, não 
foi possível encontrar diferenças entre a cepa MT78 e a cepa IMT2470 que, além 
de possuir todos os fatores de virulência presentes na MT78, possui três genes 
codificadores de adesinas (papC, tsh e mat), um de invasina (tia) e dois de 
toxinas (astA e vat) adicionais (Matter et al., 2011). 
O fato de a MT78 ser a única cepa a apresentar comportamento invasivo, 
mesmo possuindo os mesmos genes de virulência de uma cepa não-invasiva, 
indica a possibilidade de que há genes associados à virulência que ainda não 
foram descritos, ou de que seus genes são regulados de maneira diferente. 
Apesar de originalmente ser caracterizada como APEC, por ter sido isolada 
de uma galinha doente, MT78 possui genes característicos de NMEC, como ibeA, 
gimB, os genes que sintetizam a capsula K1, neuC e kpsMTII, e ompA. Apesar de 
não codificar fímbria do tipo P, α-hemolisina e a toxina sat, características de 
UPEC, será mostrado nesse trabalho que a MT78 é capaz de causar infecção 
urinária em camundongos. Portanto, a definição de APEC é limitante, e a cepa 
MT78 será classificada como ExPEC. 
1.10. A técnica de Mutagênese Marcada com Assinatura (STM) 
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 A disponibilidade de 16.765 genomas de bactérias sequenciados – sendo 
360 sequências completas de E. coli (NCBI, 2017), – gerou tantos dados, que 
requer novas ferramentas e técnicas para analisá-los. É necessário saber o quê e 
como procurar as informações desejadas. A grande dificuldade é a falta de função 
atribuída à maioria dos genes (Raskin et al., 2006).  Uma das técnicas mais 
atrativas para estudos genômicos de microrganismos é a Mutagênese Marcada 
com Assinatura (STM, do inglês Signature-Tagged Mutagenesis) (Mazurkiewicz et 
al., 2006).  
 A técnica de STM foi descrita em 1995, por Hensel e colaboradores 
(Hensel et al., 1995), quando 1152 mutantes de S. enterica serovar Typhimurium, 
carregando sequências únicas de DNA (tags), foram divididos em 12 pools 
(conjuntos) e inoculados em camundongos. Quarenta desses mutantes não foram 
recuperados após a inoculação nos camundongos. A região flanqueadora das 
tags inseridas em 28 desses 40 mutantes foi sequenciada. Foram encontrados 
genes já descritos para S. enterica serovar Typhimurium, genes descritos para E. 
coli, sequências similares a genes descritos para bactérias e sequências 
desconhecidas (Hensel et al., 1995). Esse estudo foi muito importante por ter 
desenvolvido uma técnica que permitiu a identificação simultânea de genes de 
virulência utilizando poucos animais. 
A técnica de STM é promissora por permitir uma triagem (screening) 
aleatória e simultânea de todo o genoma de microrganismos, possibilitando a 
identificação de genes de virulência e podendo ser aplicada de várias maneiras, 
seja in vivo ou in vitro. 
  
42 
 
Para melhor compreender o fenótipo invasivo da cepa MT78, criamos uma 
biblioteca com 1710 mutantes aleatórios dessa cepa. Os mutantes foram 
selecionados, em pools, em ensaios de invasão a fibroblastos aviários da 
linhagem CEC-32. Dos 1710 mutantes testados, 68 apresentaram redução na 
invasão (Pavanelo, 2013). Esse trabalho foi desenvolvido a partir desses 
mutantes potencialmente atenuados.  
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2. OBJETIVO 
 O objetivo geral deste estudo é a caracterização de mutantes com 
virulência atenuada selecionados de uma biblioteca de mutantes aleatórios da 
cepa ExPEC MT78, a fim de melhor compreender o fenótipo invasivo dessa cepa. 
2.1. Objetivos específicos 
2.1.1. Descobrir quais genes da cepa MT78 estão envolvidos em 
seu fenótipo invasivo. 
2.1.2. Verificar de que modo esses genes afetam o fenótipo invasivo 
da cepa MT78. 
2.1.3.  Determinar se esses genes afetam a virulência in vivo da 
cepa MT78. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Cepas, plasmídeos, condições de crescimento e conservação 
As cepas utilizadas neste trabalho foram os isolados clínicos de ExPEC 
MT78 (O2:K1), CFT073 (O6:K2:H1), isolada de pielonefrite humana nos Estados 
Unidos, em 1990 (Mobley et al., 1990),  e seus mutantes derivados, bem como a 
cepa laboratorial K-12 e seus mutantes derivados. A lista completa de cepas e 
plasmídeos utilizados é apresentada na Tabela 1. 
O crescimento das bactérias ocorreu em meio Luria-Bertani (LB), caldo 
BHI, meio mínimo M9 com trealose como fonte única de carbono, meio indicador 
com azul de bromotimol e arbutina ou salicina como fontes únicas de carbono, ou 
urina humana, a 30 °C ou 37 °C. A urina utilizada foi uma mistura da urina doada 
por três mulheres que não estavam em período menstrual nem fazendo uso de 
antimicrobianos, filtrada em filtros de 0,2 µm de poro e armazenada a 4 ºC. Todos 
os experimentos foram realizados com a mesma urina. Os antibióticos utilizados 
foram ampicilina (100 µg/mL), canamicina (50 µg/mL), ácido nalidíxico (30 µg/mL) 
e cloranfenicol (30 µg/mL). Os estoques das cepas foram conservados em caldo 
LB em 20% de glicerol a -80 °C.  
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Tabela 1. Cepas e plasmídeos utilizados nesse estudo. 
Cepa/plasmídeo Característica Resistência Referência/fonte 
MT78 Cepa selvagem ExPEC Ácido nalidíxico 
(intrínseca) 
(Dho and Lafont, 
1982) 
MT78ΔtreA Mutante treA::Km Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
MT78ΔtreA/treA
+
 Mutante treA::Km 
complementado treA+cat 
Ácido nalidíxico, 
canamicina e 
cloranfenicol 
Esse estudo 
MT78ΔtreA/pWSK29-
treA 
Mutante treA::Km 
complementado com 
plasmídeo pWSK29 + treA 
Ácido nalidíxico, 
canamicina e 
ampicilina 
Esse estudo 
MT78ΔotsBA Mutante otsBA::cat Ácido nalidíxico 
e cloranfenicol 
Esse estudo 
MT78ΔtreAΔotsBA Mutante treA::Km otsBA::cat Ácido nalidíxico, 
canamicina e 
cloranfenicol 
Esse estudo 
MT78ΔbglB Mutante bglB::Km Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
MT78Δbgl Mutante bgl::Km 
(ΔbglGFBHΔyieLK) 
Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 7A2 Mutante STM fimA::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 8C6 Mutante STM fimI::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 8C11 Mutante STM ydeO::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 8E12 Mutante STM ibeR::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 8F1 Mutante STM ymgF::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 8G4 Mutante STM treA::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
Mutante MT78 20E12 Mutante STM bglB::Tn5 Ácido nalidíxico 
e canamicina 
Esse estudo 
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CFT073 Cepa selvagem UPEC Nenhuma (Mobley et al., 
1990) 
CFT073ΔtreA Mutante treA::Km Canamicina Esse estudo 
CFT073ΔbglB Mutante bglB::Km Canamicina Esse estudo 
CFT073Δbgl Mutante bgl::Km 
(ΔbglGFBHΔyieLK) 
Canamicina Esse estudo 
S17-1 λ pir Cepa conjugativa para a 
criação da biblioteca de 
mutantes; derivada da K-12 
Nenhuma (Li et al., 2005) 
DH5α Cepa-vetor; derivada da K-12 Nenhuma Bathesta 
Laboratories 
pWSK29 Plasmídeo de baixo número 
de cópias para complentação 
plasmidial de treA 
Ampicilina (Wang and 
Kushner, 1991) 
pUT-mini-Tn5km2 Plasmídeo usado para a 
criação da biblioteca de 
mutantes (90 diferentes tags 
no transposon) 
Ampicilina e 
canamicina 
(De Lorenzo et 
al., 1990, Hensel 
et al., 1995, Li et 
al., 2005) 
pKD46 Plasmídeo que codifica a 
recombinase, usado para 
mutação não-polar e 
complementação 
Ampicilina (Datsenko and 
Wanner, 2000) 
pKD3 Plasmídeo usado como molde 
para amplificação do cassete 
de cloranfenicol 
cloranfenicol (Datsenko and 
Wanner, 2000) 
pKD4 Plasmídeo usado como molde 
para amplificação do cassete 
de canamicina 
Canamicina (Datsenko and 
Wanner, 2000) 
pGPTn7-Cm Plasmídeo usado na 
complementação 
Ampicilina e 
cloranfenicol 
(Crepin et al., 
2012a) 
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3.2. Amplificação da região de inserção do transposon nos mutantes STM 
A biblioteca de mutantes foi confeccionada em meu trabalho de mestrado 
(Pavanelo, 2013). Para determinar a região na qual o transposon Tn5km2 inseriu-
se aleatoriamente nos mutantes STM atenuados, foram feitas reações de Nested 
PCR. Primeiramente, foram feitas quatro reações (reação 1) com o mesmo 
oligonucleotídeo iniciador (daqui em diante chamado de primer) forward, que 
contém a mesma sequência da extremidade O do transposon (P9), e quatro 
primers reverse compostos por uma sequência aleatória e uma sequência 
determinada (Arbi 1, 3, 4 e 5). Após, os produtos das quatro reações anteriores 
foram usados como molde e amplificados (reação 2) com os primers P6, 
específico do transposon, e Arbi 2, que possui a mesma sequência determinada 
dos primers Arbi 1, 3, 4 e 5, excluindo a região aleatória (ver Tabela 2) (Li et al., 
2005). A cepa MT78 selvagem foi usada como controle. Uma banda de DNA 
exclusiva para cada mutante foi purificada do gel de agarose com kit adequado 
(Gel Extraction kit, Mobil) e os fragmentos foram sequenciados por Sanger no 
centro de Sequenciamento Génome Québec, McGill University, Montreal. 
Condições da PCR: Reação 1 – seis ciclos de 95 ºC por 30 s, 30 ºC por 40 s e 72 
ºC por 90 s (aumento de 5 s a cada repetição); 30 ciclos de 95 ºC por 30 s, 45 ºC 
por 40 s e 72 ºC por 2 min (aumento de 5 s a cada repetição). Reação 2 – 35 
ciclos de 95 ºC por 45 s, 45 ºC por 45 s e 72 ºC por 90 s (aumento de 5 s a cada 
repetição). 
As sequências geradas pelo sequenciamento foram analisadas no 
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e comparadas com o 
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genoma de outras E. coli. Todos os primers utilizados no trabalho estão descritos 
na Tabela 2. 
Tabela 2. Primers utilizados nesse estudo. 
Nome Sequência 5’-3’ Função Referência 
P6 CCT AGG CGG CCA GAT CTG 
AT 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
P9 
CGC AGG GCT TTA TTG ATT C 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
Arbi 1 GGC CAC GCG TCG ACT AGT 
ACN NNN NNN NNN GAT AT 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
Arbi 2 
GGC CAC GCG TCG ACT AGT 
AC 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
Arbi 3 
GGC CAC GCG TCG ACT AGT 
ACN NNN NNN NNN TGA CG 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
Arbi 4 
GGC CAC GCG TCG ACT AGT 
ACN NNN NNN NNN ACG CC 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
Arbi 5 
GGC CAC GCG TCG ACT AGT 
ACN NNN NNN NNN TAC NG 
Amplificação da região de 
inserção do transposon 
(Li et al., 
2005) 
treA_F 
CGT AAT CGG CAT ACC AGC 
CT 
Verificação da presença 
do gene treA 
Esse estudo 
treA_R 
TGT TGA AAA CCT GCA AGC 
CG 
Verificação da presença 
do gene treA e da 
complementação 
cromossômica de treA 
Esse estudo 
treAKO_F 
ATG AAA TCC CCC GCA CCT 
TCT CGC CCG CAA AAA ATG 
GCG TTA ATT CCA GCG TGT 
AGG CTG GAG C TG CTT C 
Mutação do gene treA Esse estudo 
treAKO_R 
GGA CGC GTC GCC GGA ACA 
TTG TCA CAC GGT TGC TCT 
TTC GGG CAG ATC AAA TGG 
GAA TTA GCC ATG GTC C 
Mutação do gene treA Esse estudo 
KOotsA_F 
TAG TTC CAC TTA CGG GAG 
ATT AAC CGC TCC TAC GCA 
AGC TTT GGA AAG GTA TGG 
GAA TTA GCC ATG GTC C 
Mutação dos genes otsBA Esse estudo 
KOotsB_R 
AGC GCG TTC TGC GCA ACA 
CAA TAA GAA AAG AGA AGG 
AGG AGA ACC GGG TGG TGT 
AGG CTG GAG CTG CTT C 
Mutação dos genes otsBA Esse estudo 
bglBKO_F 
CAT CCA GAC TGT TCT GAA 
TGC GAC GAT AAT TAA GGT 
GCT TTA TTG GTT ATG TGT 
AGG CTG GAG CTG CTT C 
Mutação do gene bglB Esse estudo 
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bglBKO_R 
GTG AGC CGC TGT TAT CCA 
TCA TTC GCT AAC GAT AAA 
AGG AGT TAA TTA TGA TGG 
GAA TTA GCC ATG GTC C 
Mutação do gene bglB Esse estudo 
bglGKO_F 
AAT ACT GGT GAA GTC GGG 
TTT TTT TGT TTA TAA AAA 
AGG TCC TTG CTA TGA TGG 
GAA TTA GCC ATG GTC C 
Mutação do operon bgl Esse estudo 
yieKKO_R 
ATT CAC ACA TCC GGC CTT 
ATT TTT AAG CTT AAC CGA 
GCG CTA ATT CTG CGG TGT 
AGG CTG GAG CTG CTT C 
Mutação do operon bgl Esse estudo 
QFtreApWSK29compl_F 
GTA CCG GGC CCC CCC TCG 
AGT CCG GCA ATT TAC TCT 
GCA CT 
Clonagem do gene treA no 
plasmídeo pWSK29 
Esse estudo 
QFtreApWSK29compl_R 
TCC CCC GGG CTG CAG GAA 
TTC AGG GAG AAT GGG GAG 
TGG GGG 
Clonagem do gene treA no 
plasmídeo pWSK29 
Esse estudo 
QFtreAcompl_F 
CCG GGC CCA AGC TTC TCG 
AGT CCG GCA ATT TAC TCT 
GCA CT 
Clonagem do gene treA no 
plasmídeo pGPTn7Cm e 
amplificação do fragmento 
treA-cat para 
complementação 
cromossômica 
Esse estudo 
QFtreATn7compl_R 
 
CCC CGG GCT GCA GGA ATT 
CAG GGA GAA TGG GGA GTG 
GGG G 
 
Clonagem do gene treA no 
plasmídeo pGPTn7Cm 
Esse estudo 
Dat_treA_compl_R 
 
CGG CGA AAT AGA GTG ATA 
AAA TAA CAT CTG TTT ATT 
AGT CAG CCA GCG ACA AGC 
TTT CAG AAC GCT CGG TTG 
CCG C 
 
Amplificação do fragmento 
treA-cat para 
complementação 
cromossômica 
Esse estudo 
screening_otsAB_F 
TGC AAA TGG CGA CCC CCG 
TC 
Conferência da mutação 
de otsBA 
Esse estudo 
screening_otsAB_R 
AGC TGC GCC GAT GCT TGA 
AGA 
Conferência da mutação 
de otsBA 
Esse estudo 
screen_bglB_R 
 
CGA TTC ACC GTC GCT GGC 
GT 
 
Conferência da mutação 
de bglB 
Esse estudo 
screen_bgl_R 
 
TGG AGA ACA GGC CGG AGC 
GT 
 
Conferência da mutação 
do operon bgl 
Esse estudo 
screening_treAKO_F 
 
ACC GTT CGG ATG GCA TCA 
TT 
 
Conferência da mutação 
de treA 
Esse estudo 
K1 
CAG TCA TAG CCG AAT AGC 
CT 
 
Conferência da mutação 
dos genes treA, bglB e do 
operon bgl e da 
complementação 
Esse estudo 
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cromossômica de treA 
Pri3 
TCG TTT TGC CGG ATT ATG 
GG 
Verificação da orientação 
de fimS 
(Crepin et 
al., 2012b) 
Pri4 
AGT GAA CGG TCC CAC CAT 
TAA CC 
Verificação da orientação 
de fimS 
(Crepin et 
al., 2012b) 
 
3.3. Geração de mutantes específicos 
Os mutantes específicos foram gerados pela técnica de lambda red 
(Datsenko and Wanner, 2000). Os primers foram desenhados com a porção 5’ 
contendo 50 nt de homologia com as regiões inicial (primers forward) e final 
(primers reverse) do gene a ser mutado e a porção 3’ contendo 20 nt para 
amplificar o cassete de resistência à canamicina ou ao cloranfenicol. Os cassetes 
foram amplificados a partir dos plasmídeos pKD3 (cloranfenicol) ou pKD4 
(canamicina) e os fragmentos gerados possuíam, além do cassete de resistência, 
50 pb de homologia com o gene a ser mutado nas duas extremidades do cassete. 
O plasmídeo pKD46, que codifica a enzima recombinase sob expressão de um 
promotor sensível a arabinose, foi usado para transformar as cepas a serem 
mutadas por eletroporação. A cepa a ser mutada transformada, contendo o 
plasmídeo pKD46, foi novamente tornada eletrocompetente agora na presença de 
arabinose (100 mM), de modo a expressar a enzima recombinase. O fragmento 
contendo o cassete de resistência mais as regiões de homologia com o gene a 
ser mutado foi inserido por eletroporação na cepa a ser mutada. A enzima 
recombinase fez a troca do gene a ser a mutado pelo cassete de resistência, por 
reconhecimento de homologia de sequência. O mutante é, então, crescido na 
presença do antibiótico para o qual o cassete confere resistência e o plasmídeo 
pKD46, que é sensível à temperatura, é perdido. Os primers utilizados para a 
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geração dos mutantes específicos estão descritos na Tabela 2. As mutações para 
os genes treA, bglB e para o operon bgl (bglGFBHyieLK) foram feitas com o 
cassete de canamicina; para os genes otsBA, com o de cloranfenicol. 
3.4. Complementação plasmidial do gene treA 
O gene treA junto com sua região promotora foi amplificado a partir do DNA 
da cepa MT78 WT com primers contendo sítios para as enzimas de restrição XhoI 
e EcoRI. O fragmento gerado e o plasmídeo de baixo número de cópias pWSK29 
foram digeridos com essas enzimas e ligados com a enzima T4 DNA-ligase. O 
plasmídeo pWSK29 contendo o fragmento treA foi usado para transformar, por 
choque térmico, a cepa DH5α. Foi feita a extração de plasmídeo da cepa DH5α 
contendo o plasmídeo pWSK29-treA e este foi usado para transformar o mutante 
MT78ΔtreA por eletroporação. A presença do gene foi confirmada por PCR 
(primers treA_F e treA_R) e pela presença do plasmídeo na cepa. 
3.5. Complementação cromossômica do gene treA 
O gene treA junto com sua região promotora foi amplificado a partir do DNA 
da cepa MT78 WT com primers contendo sítios para as enzimas de restrição XhoI 
e EcoRI. O fragmento gerado e o plasmídeo pGPTn7Cm foram digeridos com 
essas enzimas e ligados com a enzima T4 DNA ligase. O plasmídeo pGPTn7Cm 
contém um cassete de resistência ao cloranfenicol (cat) à jusante de sua região 
de clonagem (Fig. 3A). O plasmídeo pGPTn7Cm contendo o fragmento treA 
(promotor + gene) foi usado para transformar, por choque térmico, a cepa DH5α. 
Foi feita a extração de plasmídeo da cepa DH5α contendo o plasmídeo 
pGPTn7Cm-treA e este foi usado como molde para a amplificação do fragmento 
treA-cat (Fig. 3AB), utilizando o primer QFtreAcompl_F (Tabela 2) e o primer 
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reverse (Dat_treA_compl_R), que contém, em sua região 5’, 50 nt de homologia 
com a região final do promotor do gene treA (Fig. 3B). O fragmento treA-cat 
possui, portanto, homologia com a porção inicial do promotor de treA na sua 
região 5’ e com a final na sua região 3’ (Fig. 3B). Esse fragmento foi usado para 
transformar o mutante MT78ΔtreA – contendo o plasmídeo pKD46 e tornado 
eletrocompetente na presença de arabinose – por eletroporação, da mesma forma 
como os mutantes específicos foram gerados. O mutante com complementação 
cromossômica possui os cassetes de resistência ao cloranfenicol e à canamicina 
(oriundo da mutação específica) à jusante do gene treA reinserido (Fig. 3C). A 
complementação cromossômica está esquematizada na Figura 3. 
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Figura 3. Esquema da complementação cromossômica do gene treA.  A. Plasmídeo 
pGPTn7Cm com o fragmento treA clonado. O gene cat está indicado (CmR) à jusante do 
gene treA.  A linha vermelha externa ao plasmídeo indica o fragmento treA-cat, 
amplificado com os primers Dat_treA_compl_R e QFtreA_compl_F (2045). B. 
Representação, fora de escala, do gene treA e seu promotor na cepa selvagem; inserção 
do cassete de canamicina (KmR) no lugar do gene treA no mutante MT78ΔtreA; e 
complementação do mutante MT78ΔtreA com a inserção do fragmento treA+cat, por 
recombinação homóloga, no promotor original de treA. *: sequência de 50 pb de 
homologia com o final do promotor de treA. C.  Esquema da região após mutação e 
complementação. O gene treA original encontrava-se onde está o cassete de resistência 
à canamicina (KmR); no lugar do promotor original de treA foram inseridos um novo 
promotor, com a mesma sequência, seguido do gene treA e do cassete de resistência ao 
cloranfenicol. As setas indicam a orientação dos genes e estão todas em escala. 
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3.6. Determinação da expressão da fímbria do tipo 1 por aglutinação de 
levedura 
As culturas bacterianas foram crescidas durante 24 h estaticamente, ou até 
a fase mid-log (OD600 ~0,6) em agitação, em meio LB, ou durante 24 h sob 
agitação em urina humana. Uma suspensão inicial de aproximadamente 1011 
bactérias em PBS foi diluída serialmente 1:2 em poços de microtitulação, aos 
quais foram adicionados volumes iguais de uma solução de 1,5% de levedura 
comercial (naturalmente recobertas de manose) em PBS. Após 30 minutos no 
gelo, a aglutinação foi monitorada visualmente e o título mais diluído 
apresentando aglutinação foi determinado (Crepin et al., 2012b).  
3.7. Determinação da orientação da região fimS 
Para determinar a orientação da região fimS, que contém o promotor do 
operon da fímbria do tipo 1, as bactérias foram crescidas em caldo LB 
estaticamente por 24 h e 48 h, ou sob agitação até a fase mid-log. Um volume de 
125 µL de cada cultura foi centrifugado por 5 min a 12000 x g, o sobrenadante foi 
descartado e o sedimento foi utilizado para extração de DNA por lise alcalina. A 
região fimS foi amplificada com os primers Pri3 e Pri4 (Tabela 2), gerando um 
fragmento de 650 pb. Este fragmento foi purificado e digerido com a enzima HinfI 
(ThermoScientific, Sinapse Biotecnologia, São Paulo) por 4 horas. Os fragmentos 
gerados pela digestão foram submetidos a eletroforese com gel de agarose a 2%. 
Para orientação “ON”, são observados fragmentos de 522 pb e 128 pb, para 
“OFF”, 411 pb e 139 pb (Crepin et al., 2012b). 
3.8. Cultura de fibroblastos 
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 Foi cultivada, in vitro, uma linhagem transfectada estável de fibroblastos 
embrionários aviários, CEC-32 (Kaaden et al., 1982) – doados pelo Prof. Bernd 
Kaspers (Universidade de Munique, Munique, Alemanha) – para uso nos ensaios 
de invasão. Essas células foram usadas como um modelo de células não-
fagocitárias (Matter et al., 2011). As células foram mantidas em estufa úmida, a 37 
°C com 5% de CO2, em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino. O cultivo se 
deu em garrafas de cultura com superfície de 75 cm2. Para os experimentos, 
foram plaqueadas 5 x 104 células por poço, em placas de 96 poços (Matter et al., 
2011). 
 3.9. Cultura de células uroteliais 
 As células uroteliais humanas da linhagem 5637 (American Type Culture 
Collection HTB-9) foram utilizadas como modelo de infecção urinária in vitro. O 
cultivo foi feito em RPMI com 10% de soro fetal bovino em garrafas de cultura 
com superfície de 75 cm2. Para os experimentos, foram plaqueadas 5 x 104 
células por poço, em placas de 96 poços. 
3.10. Ensaios de adesão e invasão 
 Para os ensaios com as células CEC-32, as bactérias foram crescidas em 
5 mL de caldo LB estaticamente durante a noite a 37 °C. A partir de 1% (v/v) 
desse pré-inóculo, as bactérias foram crescidas sob agitação de 240 rpm em 10 
ou 20 mL de caldo LB em Erlenmeyer a 37 °C até o meio da fase exponencial 
(densidade óptica de aproximadamente 0,6 em λ = 600 nm), quando o número de 
bactérias por mL de inóculo é de aproximadamente 2,4 x 108.  
As células foram infectadas em uma multiplicidade de infecção (MOI, do 
inglês multiplicity of infection) de 10 bactérias por célula. O volume desejado de 
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bactérias foi centrifugado a 4.000 x g por 10 minutos, e o sedimento foi 
ressuspendido em um determinado volume de meio DMEM com 10% de soro fetal 
bovino, de modo que cada poço de células fosse infectado com 20 µL da 
suspensão. As células foram lavadas com PBS e infectadas com um total de 200 
µL de meio, com ou sem bactérias (controles), e incubadas por 1 hora em estufa 
úmida a 37 °C com 5% de CO2. Após, as células foram lavadas três vezes com 
PBS e as destinadas ao ensaio de adesão foram lisadas com 20 µL de Triton X-
100 (Sigma, Streinheim, Alemanha) 1% (v/v) por 5 minutos à temperatura 
ambiente, seguido de diluição com 180 µL de PBS, diluição seriada e 
plaqueamento para a determinação do número de UFC. 
As células destinadas ao ensaio de invasão foram reincubadas com 200 µL 
de meio e 50 µg/mL de gentamicina – para matar qualquer bactéria que tenha 
permanecido extracelular – por mais 3 horas e então lisadas, diluídas e 
plaqueadas para determinação do número de UFC. 
Para os ensaios com as células uroteliais 5637, as bactérias foram 
crescidas em urina humana sob agitação de 240 rpm durante a noite a 37 °C. 
Após a determinação do volume necessário de bactérias para uma MOI de 10 
UFC/célula, as bactérias foram centrifugadas por 10 min a 4000 x g e 
ressupendidas em uma quantidade de meio (RPMI + 10% de soro fetal bovino) 
suficiente para que cada poço fosse infectado com 20 µL. Após a infecção, a 
placa com as células foi centrifugada a 500 x g por 5 minutos para sincronizar a 
adesão das bactérias e manter o efeito do crescimento em urina. Apenas o ensaio 
de adesão foi realizado com essas células uma vez que as cepas MT78 e 
CFT073 não são capazes de invadi-las. 
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Os ensaios de adesão foram realizados em presença e ausência de 3% de 
D-manose ou D-manopiranose para a observação da adesão independente de 
fímbria do tipo 1. 
Para a determinação da MOI exata, parte do inóculo utilizado foi diluída 
serialmente e plaqueada. Foi feita uma razão entre o número de bactérias 
recuperadas dos ensaios de adesão ou invasão com o número de bactérias da 
MOI exata para expressar a percentagem de inóculo que aderiu ou invadiu as 
células. 
3.11. Crescimento em diferentes osmolaridades 
O crescimento da cepa MT78 WT e do mutante MT78ΔtreA foi testado em 
caldo LB com diferentes concentrações de NaCl. Em uma microplaca, as cepas 
foram inoculadas 1:100 em 200 µL de caldo LB (apenas peptona e extrato de 
levedura) contendo 0; 0,01; 0,1; 0,3; 0,5 e 1 M de NaCl e incubadas por 19 h a 37 
ºC sob agitação média em um BioscreenCTM (Growth Curves USA, Piscataway, 
NJ, USA). A OD600 foi medida a cada 15 minutos. As curvas de crescimento foram 
geradas a partir dos valores de densidade óptica. 
3.12. Ensaios in vivo 
Camundongos-fêmea da linhagem CBA/J, com cinco semanas de idade, 
foram infectados via uretra com um inóculo de 20 µL contendo ~ 2 x 109 UFC. As 
bactérias foram crescidas em caldo BHI por 6 h em 5 mL e inoculadas 1:100 em 
250 mL seguido de crescimento por 18 h, sempre sob agitação de 240 rpm. Após, 
o inóculo foi concentrado por sucessivas centrifugações a 4000 x g e congelado. 
Antes da infecção, uma alíquota foi descongelada, diluída e plaqueada para 
determinar o número de UFC, de modo a garantir que no momento da infecção os 
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animais infectados com as diferentes cepas recebessem a mesma quantidade de 
bactérias. Foram usados dez animais para cada cepa. Após 48 h, os animais 
foram sacrificados e os rins e a bexiga homogeneizados e plaqueados em ágar 
MacConkey para a determinação do número de colônias (Crepin et al., 2012b). 
Os ensaios in vivo foram realizados no centro de experimentação animal do 
Institut National de la Recherche Scientifique (INRS), com aprovação do comitê 
de ética dessa instituição. 
3.13. Análise da fermentação dos β-glicosídeos 
Para a análise da fermentação dos β-glicosídeos, as cepas MT78 WT, 
CFT073 WT e os mutantes MT78ΔbglB, MT78Δbgl, CFT073ΔbglB, CFT073Δbgl e 
o mutante STM 20E12 (bglB::Tn5) foram plaqueados em placas de azul de 
bromotimol na presença dos açúcares salicina ou arbutina (Schnetz et al., 1987). 
A funcionalidade do operon bgl e o aparecimento de papilas nas colônias, 
indicativas de um operon funcional porém silenciado, foram analisadas após 4 
dias de incubação a 37º C e 28º C. 
3.14. Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína FimH 
As sequências de aminoácidos da proteína FimH das cepas CFT073 
(Genbank: AE014075.1), IMT5155 (Genbank: CP005930.1) e MT78 (não tornada 
pública) foram alinhadas no servidor Clustal Omega Multiple Sequence Alignment 
(Sievers et al., 2011). 
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4. RESULTADOS  
4.1. Sete de 27 mutantes testados individualmente foram confirmados 
como atenuados para invasão 
A partir de uma biblioteca de mutantes criada pela técnica de mutagênese 
marcada com assinatura, 1710 mutantes foram testados em grupos de 90 para 
sua capacidade de invasão a fibroblastos aviários da linhagem CEC-32 
(Pavanelo, 2013). Vinte e sete mutantes possivelmente atenuados foram testados 
individualmente para suas capacidades de adesão e invasão aos fibroblastos 
aviários da linhagem CEC-32. Conforme mostrado na Figura 4, três mutantes se 
mostraram atenuados para adesão e sete para invasão, três dos quais não foram 
sequer capazes de invadir as células. Estes sete mutantes, 7A2, 8C6, 8C11, 
8E12, 8F1, 8G4 e 20E12 tiveram a região de inserção do transposon sequenciada 
e o gene responsável pela atenuação identificado. 
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Figura 4. Adesão e invasão de fibroblastos aviários da linhagem CEC-32 por 
mutantes STM possivelmente atenuados. Adesão (superior) e invasão (inferior) dos 
mutantes STM testados individualmente, em relação à cepa MT78 WT (100%). Em preto 
os sete mutantes que tiveram a região de inserção do transposon sequenciada. Média ± 
erro padrão de pelo menos três replicatas biológicas. 
 
 
  
61 
 
4.2. Identificação dos genes responsáveis pela atenuação da capacidade 
de invasão dos mutantes 
A região de inserção do transposon foi sequenciada conforme descrito no 
item 3.2, e a sequência gerada foi analisada em bancos de dados para a 
determinação do gene responsável pela atenuação dos mutantes. 
4.2.1. Mutante 7A2 
O transposon do mutante 7A2 inseriu-se no gene fimA, que codifica 
a proteína estrutural e mais abundante da fímbria do tipo 1 (Orndorff 
and Falkow, 1985). 
4.2.2. Mutante 8C6 
O transposon do mutante 8C6 inseriu-se no gene fimI. Apesar de ter 
sua função desconhecida, esse gene faz parte do operon da fímbria 
do tipo 1 e sua ausência gera uma bactéria não-fimbriada (Valenski 
et al., 2003). 
4.2.3. Mutante 8C11 
O transposon do mutante 8C11 inseriu-se no gene ydeO, um 
regulador de transcrição que regula a resposta celular ao estresse 
ácido (Masuda and Church, 2002). 
4.2.4. Mutante 8E12 
O transposon do mutante 8E12 inseriu-se no gene ibeR, regulador 
do gene ibeA. O gene ibeA está envolvido com a expressão da 
fímbria do tipo 1 (Cortes et al., 2008), com a invasão do 
microendotélio cerebral (Maruvada and Kim, 2012) e com a 
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resistência ao estresse causado pelo peróxido de hidrogênio 
(Flechard et al., 2012). 
4.2.5. Mutante 8F1 
O transposon do mutante 8F1 inseriu-se no gene ymgF, que codifica 
uma proteína envolvida na maquinaria de divisão celular em E. coli 
(Karimova et al., 2009). 
4.2.6. Mutante 8G4 
O transposon do mutante 8G4 inseriu-se no gene treA, que codifica 
a trealase periplasmática (Boos et al., 1987). 
4.2.7. Mutante 20E12 
O transposon do mutante 20E12 inseriu-se no gene bglB, que 
codifica a enzima fosfo-β-glicosidase B (Schnetz et al., 1987). 
 Três mutantes, 7A2, 8C6 e 8E12, apresentaram inserções em genes 
relacionados à expressão da fímbria do tipo 1, sendo dois componentes do 
próprio operon da fímbria e um relacionado à sua regulação. Como a fímbria do 
tipo I é uma estrutura bacteriana essencial à adesão e consequentemente invasão 
celular, a identificação desses mutantes serve para validar a seleção dos 
mutantes. 
 Os mutantes 8G4 (atenuado para invasão) e 20E12 (atenuado para adesão 
e invasão) apresentaram inserções em genes de metabolismo de carboidratos. 
Esses mutantes foram escolhidos para serem caracterizados neste trabalho, já 
que o metabolismo de carboidratos está envolvido na bioquímica básica dos 
microrganismos, em sua adaptação ao meio e, conforme indicou a seleção dos 
mutantes atenuados, na invasão de células do hospedeiro. Esses mutantes foram 
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escolhidos para serem caracterizados neste trabalho, pois embora as rotas 
metabólicas dos carboidratos trealose e β-glicosídeos e a vantagem adaptativa 
conferida por elas estejam elucidadas em E. coli, não se sabe como essas rotas 
interfeririam na capacidade de invasão de células do hospedeiro, conforme 
indicou a seleção dos mutantes atenuados. Os mutantes 8C11 e 8F1 não foram 
caracterizados nesse trabalho. 
4.3. O mutante MT78ΔtreA cresceu em diferentes concentrações de sal 
 O metabolismo de trealose é um dos sistemas que responde ao estresse 
osmótico e foi caracterizado na E. coli de laboratório K-12 (Styrvold and Strom, 
1991, Strom and Kaasen, 1993). Então o crescimento da cepa MT78 WT e do 
mutante MT78ΔtreA (mutante específico, gerado pela técnica de lambda red, 
conforme descrito em 3.3) foi testado em meio LB modificado, contendo diferentes 
concentrações de NaCl, ou seja, diferentes osmolaridades, e monitorado a cada 
15 minutos durante 19 horas em um leitor de placas BioscreenCTM. No meio LB 
modificado o mutante apresentou a mesma curva de crescimento que a cepa 
selvagem em todas as concentrações de NaCl (Fig. 5). Isso indica que a perda de 
TreA não tem um efeito no crescimento das bactérias em altas concentrações de 
sal, que causam um grande estresse osmótico. 
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Figura 5. Curvas de crescimento em caldo LB com diferentes concentrações de NaCl. Em uma microplaca, as cepas foram 
inoculadas (1:100) em 200 µL de caldo LB (somente bactopeptona e extrato de levedura) contendo 0,1 M (A), 0,3 M (B), 0,5 M (C) e 1 M 
(D) de NaCl e incubadas por 19 h a 37 ºC sob agitação em um equipamento BioscreenCTM (Growth Curves USA, Piscataway, NJ, USA). 
OD600 foi medida a cada 15 min. 
A. 
C. 
B. 
D. 
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4.4. O mutante MT78ΔtreA não cresceu em meio mínimo M9 com trealose 
como única fonte de carbono  
O crescimento do mutante MT78ΔtreA também foi testado em meio mínimo 
M9 com trealose como única fonte de carbono. A cepa selvagem apresentou 
crescimento característico, conforme dados anteriores (Chouikha et al., 2006), 
mas o mutante MT78ΔtreA não apresentou crescimento, sugerindo que a TreA é 
necessária para o catabolismo de trealose.  
4.5. O mutante MT78ΔtreA apresentou menor adesão e invasão a 
fibroblastos aviários da linhagem CEC-32 que a cepa selvagem  
 A cepa MT78 é altamente aderente e invasiva a diferentes modelos 
celulares (Germon et al., 2005, Chanteloup et al., 2011, Matter et al., 2011). As 
capacidades de adesão e invasão do mutante MT78ΔtreA foram testadas para a 
linhagem CEC-32 de fibroblastos aviários. Os resultados são mostrados na Figura 
6. Enquanto 28% do inóculo da cepa selvagem foram recuperados após 1 h de 
interação com as células, apenas 18% de inóculo do mutante MT78ΔtreA foram 
recuperados. A capacidade adesiva do mutante MT78ΔtreA foi recuperada pela 
cepa com complementação cromossômica (Fig. 6A). A adição de D-manose (3%) 
às culturas, para bloquear o efeito da fímbria do tipo 1, reduziu drasticamente a 
associação entre bactérias e células para todas as cepas testadas (Fig. 6B) O 
efeito da deleção de treA foi ainda mais pronunciado na capacidade do mutante 
invadir os fibroblastos aviários: apenas 60% do mutante MT78ΔtreA foram 
recuperados das células quando comparamos ao nível de recuperação da cepa 
selvagem. A capacidade invasiva do mutante MT78ΔtreA foi recuperada na cepa 
B. 
D. 
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complementada MT78ΔtreA/treA+ (Fig. 6C). Não foi observada invasão na 
presença de D-manose (resultado não-mostrado). 
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Figura 6. Adesão e invasão a fibroblastos aviário da linhagem CEC-32. As barras representam a porcentagem média ± erro padrão do número de UFCs 
recuperadas das células comparado com o inóculo (A) 1 hora pós-infecção (adesão), (B) 1 hora pós-infecção em meio com 3% de D-mannose (obervar que 
a escala do eixo y está reduzida) e (C) 4 horas pós-infecção, sendo as três últimas na presença de gentamicina 50 µg/mL (invasão). Resultados de ao 
menos quatro replicatas biológicas. 
A. B. C. 
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4.6. A deleção de treA diminuiu o título de aglutinação de leveduras 
Aglutinação de leveduras é um ensaio bem estabelecido para testar a 
expressão da fímbria do tipo 1. Esse teste foi realizado para a cepa MT78 WT, o 
mutante MT78ΔtreA e o complementado MT78ΔtreA/treA+ em diferentes meios e 
condições. Depois de crescimento estático até a fase estacionária em caldo LB, 
crescimento sob agitação até a fase mid-log em caldo LB e crescimento durante a 
noite sob agitação em urina humana, MT78ΔtreA apresentou uma redução no 
título de aglutinação de 22%, 36% e 45% respectivamente, quando comparado à 
cepa selvagem (Fig. 7). A cepa complementada recuperou o título de aglutinação 
da selvagem. 
Para explicar a diferença na expressão da fímbria do tipo 1, foi feito o teste 
de verificação da orientação da região fimS, que contém o promotor do operon 
fim. As cepas foram crescidas estaticamente por 24 h e sob agitação até a fase 
mid-log. Como controle da orientação ON, a cepa selvagem foi crescida 
estaticamente por 96 h, e para orientação OFF, duas passagens em ágar LB 
foram feitas para a cepa selvagem. Conforme mostrado na Figura 8, não é 
possível observar diferenças na porcentagem de bactérias com orientação ON ou 
OFF entre as cepas selvagem, mutante e complementada. Esse resultado sugere 
que a regulação da expressão da fímbria por treA passa por outro mecanismo, 
que não o de orientação do promotor, para esta cepa. 
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Figura 7. Aglutinação de leveduras. A expressão da fímbria do tipo 1 foi medida em diferentes condições: (A) após crescimento estático durante a noite em 
caldo LB; (B) após crescimento sob agitação até a fase mid-log em caldo LB; (C) após crescimento durante a noite sob agitação em urina humana.  
A. B. C. 
  
70 
 
                                                        Mid-log sob agitação                                  24 h estático 
       ON              OFF              WT            ΔtreA        ΔtreA/treA+       WT             ΔtreA        ΔtreA/treA+ 
 
Figura 8. Verificação da orientação de fimS. A região fimS foi amplificada e digerida 
com a enzima de restrição HinfI, gerando fragmentos de tamanhos diferentes de acordo 
com a orientação. Apenas a porção superior do gel é mostrada. Os fragmentos que 
indicam as posições ON e OFF estão indicados. 
 
ON 
OFF 
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4.7. A diminuição da expressão da fímbria do tipo 1 pelo mutante treA não 
é explicada pelo acúmulo de trealose no periplasma 
Uma possível explicação para a diminuição da expressão da fímbria do tipo 
1 no mutante MT78ΔtreA seria o acúmulo de trealose no periplasma bacteriano, já 
que a enzima responsável pela degradação da molécula em duas moléculas de 
glicose, a trealase periplasmática, está ausente no mutante. Para testar essa 
hipótese foram criados mutantes para os genes otsBA, que codificam as enzimas 
trealose-6-fosfato sintase (OtsA) e trealose-6-fosfato fosfatase (OtsB), 
responsáveis pela síntese de trealose a partir de duas moléculas de glicose, no 
citoplasma bacteriano, conforme mostrado na Figura 2. Os genes otsB e otsA 
estão em tandem sob promotores independentes. O duplo mutante MT78ΔotsBA 
e o triplo mutante MT78ΔtreAotsBA foram testados quanto à expressão da fímbria 
do tipo 1 pelo teste de aglutinação de leveduras. Conforme mostrado na Figura 9, 
o duplo e o triplo mutantes apresentaram títulos de aglutinação ainda menores 
que o mutante MT78ΔtreA, sugerindo que toda a rota de síntese e degradação 
periplasmática de trealose está, de certa forma, envolvida na expressão da 
fímbria do tipo 1, e que a diminuição de sua expressão por parte do mutante 
MT78ΔtreA não pode ser explicada pelo excesso de trealose que se acumula no 
periplasma na ausência de TreA. 
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Figura 9. Aglutinação de leveduras pelos mutantes da rota de síntese e degradação 
periplasmática da trealose. Aglutinação de leveduras após crescimento estático durante 
a noite (A) ou sob agitação até a fase mid-log (B). Média ± erro padrão de pelo menos 
três replicatas biológicas. 
 
A. 
B. 
  
73 
 
4.8. O mutante MT78ΔtreA colonizou menos a bexiga de camundongos em 
modelo de infecção urinária em relação à cepa selvagem 
A fímbria do tipo 1 é uma importante estrutura para a colonização da 
bexiga por ExPEC em infecções do trato urinário (Kaper et al., 2004). Como o 
mutante MT78ΔtreA apresentou uma diminuição no título de aglutinação de 
leveduras, sua capacidade de causar infecção do trato urinário foi testada em um 
modelo com camundongos CBA/J. Os animais foram infectados intra-uretra com 2 
x 109 UFC e sacrificados após 48 h. A contagem bacteriana da bexiga e dos rins 
foi determinada. Conforme mostrado na Figura 10, o mutante MT78ΔtreA 
apresentou colonização na bexiga 10 vezes menor que a cepa selvagem (p < 
0.0001). Em um ensaio independente, a cepa complementada recuperou a 
capacidade de colonização da bexiga da cepa selvagem (p < 0.01). Essa redução 
na colonização da bexiga apresentada pelo mutante MT78ΔtreA pode ser 
consequência de uma redução na expressão da fímbria do tipo 1. Não foi 
observada diferença estatística na colonização dos rins. 
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Figura 10. Infecção in vivo do trato urinário de camundongos. Cada ponto representa 
a contagem de um animal. As medianas das contagens estão indicadas pelo traço 
horizontal. Duas infecções independentes foram realizadas, uma com a cepa selvagem e 
o mutante, a outra com a cepa selvagem e a complementada. Os rins foram coletados e 
processados individualmente. O teste Wilcoxon signed-rank (two-tailed) foi usado para 
determinar significância estatística. O teste Mann-Whitney foi usado para determinar 
diferenças estatísticas entre a cepa selvagem e o mutante. **: p < 0.01; ***: p < 0.001; 
****: p < 0.0001. 
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4.9. A complementação plasmidial não recuperou todos os fenótipos do 
mutante treA 
Além da complementação cromossômica do mutante treA, que gerou uma 
cepa que recuperou todos os fenótipos atenuados para o mutante (Fig. 6, 7 e 10), 
foi feita a complementação do gene com um plasmídeo de baixo número de 
cópias, conforme descrito em 3.4. O mutante com complementação plasmidial 
recuperou o fenótipo atenuado do mutante treA para aglutinação de levedura e 
adesão a fibroblastos aviários da linhagem CEC-32 (Fig. 11ABC). No ensaio de 
invasão, entretanto, o mutante complementado comportou-se como o mutante 
treA (Fig. 11D). Uma possível explicação para esse comportamento é a própria 
dinâmica do ensaio de invasão, no qual as bactérias são incubadas em contato 
com as células por 4 h sem o antibiótico cuja resistência está codificada pelo 
plasmídeo; ou seja, é muito provável que o mutante com complementação 
plasmidial tenha perdido seu plasmídeo ao longo do ensaio devido à falta de seu 
antibiótico de seleção. Fenômeno semelhante aconteceria no ensaio in vivo, em 
que as bactérias ficam 48 h dentro dos camundongos sem contato com 
antibióticos. Por essa razão apenas o mutante com complementação 
cromossômica foi testado na infecção in vivo. 
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Figura 11. Efeito da complementação plasmidial no mutante treA na aglutinação de 
leveduras e em ensaios em fibroblastos aviários da linhagem CEC-32. A. 
Aglutinação de leveduras após crescimento estático durante a noite. B. Aglutinação de 
leveduras após crescimento sob agitação até a fase mid-log. C. Adesão aos fibroblastos 
CEC-32. D. Invasão aos fibroblastos CEC-32. Média ± erro padrão de três replicatas 
biológicas. 
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4.10. O mutante MT78ΔtreA tem a mesma capacidade de adesão a células 
de bexiga da linhagem 5637 que a cepa selvagem 
As células uroteliais da linhagem 5637 foram usadas como modelo de 
infecção urinária in vitro. Para os ensaios de invasão, as bactérias foram 
inoculadas em urina humana e incubadas sob agitação por 24 h. Os inóculos 
foram centrifugados, a urina retirada e os sedimentos ressuspendidos em meio 
RPMI com soro fetal bovino para a infecção. Para manter os efeitos da urina 
sobre as bactérias, as células foram centrifugadas por 5 min e a incubadas por 
apenas 30 min, em vez de 1 h como no protocolo da linhagem CEC-32. Não foi 
feito ensaio de invasão porque a cepa selvagem MT78 não é capaz de invadir 
essa linhagem celular (resultados não-mostrados). Apesar de apresentar 
diminuição da expressão da fímbria quando crescido em urina (Fig. 7C) e uma 
forte diminuição na colonização de bexigas de camundongo (Fig. 10), o mutante 
MT78ΔtreA apresentou uma capacidade de adesão similar à da cepa selvagem 
(Fig. 12). 
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Figura 12. Adesão às células uroteliais da linhagem 5637. Média ± erro padrão de 
cinco replicatas biológicas. 
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4.11. A mutação em treA não teve efeito na expressão da fímbria do tipo 1 
da cepa CFT073 
O mutante CFT073ΔtreA foi gerado para que pudesse ser feita uma 
comparação do efeito deste gene em duas cepas ExPEC de origens diferentes, 
uma aviária e uma urinária. O teste de aglutinação de leveduras não mostrou 
qualquer diferença na expressão da fímbria do tipo 1 entre as cepas CFT073 WT 
e CFT073ΔtreA, assim como os ensaios de adesão aos fibroblastos aviários da 
linhagem CEC-32 (resultados não-mostrados). A cepa CFT073 é incapaz de 
invadir tais células. Esses dados sugerem que o efeito da rota de síntese e 
degradação de trealose sobre a expressão da fímbria do tipo 1 podem ser cepa-
específicos. 
4.12. A adesina FimH da cepa MT78 é idêntica à de cepas não-invasivas 
Uma possível explicação para o fenótipo invasivo da cepa MT78 poderia 
ser diferenças na proteína adesiva de sua fímbria do tipo 1, a proteína FimH. As 
sequências de aminoácidos das cepas MT78, CFT073 e da cepa 
filogeneticamente similar APEC IMT5155 foram alinhadas (Fig. 13). As cepas 
CFT073 e IMT5155 não invadem fibroblastos da linhagem CEC-32 (Daniel 
Pavanelo, resultados não-publicados; Matter et al., 2011). Conforme mostrado na 
Figura 13, há apenas duas diferenças entre as cepas: uma substituição G180 por 
S180, comparado com as duas cepas; e uma substituição A184 por V184, 
comparado com CFT073. Essas duas diferenças são substituições conservativas, 
já que alanina e valina são aminoácidos apolares e glicina e serina são polares. 
Portanto, é improvável que as diferenças apresentadas por essas cepas quanto 
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às suas capacidades invasivas a células possam ser unicamente atribuídas a 
diferenças na sequência de aminoácidos de suas adesinas FimH. 
 
Figura 13. Alinhamento dos aminoácidos de FimH. As sequências de aminoácidos da 
proteína FimH das cepas MT78, CFT073 e IMT5155 foram alinhadas com o servidor 
Cristal Omega. Somente duas mutações são observadas na cepa MT78, S180G e 
A184V. Cores diferentes indicam as características dos aminoácidos. Verde: resíduos 
polares; azul: resíduos carregados negativamente; rosa: resíduos carregados 
positivamente; vermelho: resíduos apolares. 
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4.13. Os mutantes bglB e do operon bgl não fermentam os β-glicosídeos 
arbutina e salicina 
As cepas selvagens MT78 e CFT073, os mutantes para o gene bglB 
MT78ΔbglB, CFT073ΔbglB e MT78 bglB::Tn5 (20E12) e os mutantes para o 
operon bgl MT78Δbgl e CFT073Δbgl foram testados para a fermentação dos β-
glicosídeos salicina e arbutina. O meio com azul de bromotimol, que é um 
indicador de pH, faz com que as colônias fermentadoras do açúcar apresentem 
cor de laranja (pH mais ácido, Fig. 14A), ao passo que as não-fermentadoras 
apresentam cor branca (pH mais alcalino, Fig. 14B). Após 96 h de incubação 
úmida a 37 ºC em meio contendo azul de bromotimol e salicina ou arbutina, 
apenas as cepas selvagens apresentaram coloração laranja (papilas), tal como na 
Figura 14A, indicando a funcionalidade do operon bgl. Nenhum dos mutantes, 
seja apenas do gene bglB ou de todo o operon bgl, foi capaz de fermentar os β-
glicosídeos testados. 
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Figura 14. Crescimento em ágar contendo azul de bromotimol com os β-glicosídeos 
salicina ou arbutina. A. Padrão de crescimento com fermentação dos β-glicosídeos 
(observar colônias cor de laranja – papilas). Esse padrão foi observado para as cepas 
selvagens nos dois açúcares. B. Padrão de crescimento sem fermentação dos β-
glicosídeos (observar colônias brancas). Esse padrão foi observado para todos os 
mutantes nos dois açúcares. 
 
 
 
 
 
 
 
A. B. 
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4.14. Os mutantes bglB e do operon bgl não apresentam variação no título 
de aglutinação de levedura em relação à cepa selvagem 
O mutante 20E12, cuja inserção do transposon foi identificada no gene 
bglB, foi incapaz de aglutinar leveduras, ou seja, não expressa a fímbria do tipo 1. 
Esse fenótipo explica o baixo nível de adesão e a invasão nula aos fibroblastos da 
linhagem CEC-32 (Fig. 4). Surpreendentemente, quando testados para 
aglutinação de levedura, os mutantes específicos MT78ΔbglB e MT78Δbgl 
apresentaram o mesmo título de aglutinação da cepa selvagem, assim como os 
mutantes CFT073ΔbglB e CFT073Δbgl (resultado não-mostrado). Uma possível 
explicação para essa discrepância de fenótipo entre os mutantes MT78 bglB::Tn5 
e MT78ΔbglB seria a inserção de um segundo transposon no mutante 20E12, o 
que seria um artefato no momento da confecção da biblioteca de mutantes STM. 
Essa hipótese, entretanto, ainda não foi averiguada. 
4.15. Os mutantes MT78ΔbglB e MT78Δbgl apresentam menor adesão e 
invasão a fibroblastos aviários em relação à cepa selvagem 
Apesar de não apresentarem redução no título de aglutinação de levedura, 
os mutantes MT78ΔbglB e MT78Δbgl apresentaram redução na adesão e na 
invasão aos fibroblastos aviários da linhagem CEC-32. O mutante MT78 
bglB::Tn5, usado como controle nesses ensaios, apresenta drástica redução na 
adesão e na invasão. Os resultados são mostrados na Figura 15. Não foi 
realizado teste na presença de D-manose, de modo que não é possível atribuir a 
perda na capacidade de adesão e invasão somente a uma menor expressão da 
fímbria do tipo 1. 
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Figura 15. Adesão e invasão dos mutantes MT78ΔbglB, MT78Δbgl e MT78 
bglB::Tn5 a fibroblastos aivários da linhagem CEC-32. Média ± erro padrão de pelo 
menos três replicatas biológicas. 
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4.16. O mutante MT78Δbgl colonizou menos a bexiga de camundongos em 
modelo de infecção urinária em relação à cepa selvagem 
Assim como MT78ΔtreA, o mutante MT78Δbgl foi testado quanto à sua 
capacidade de colonizar o trato urinário de camundongos CBA/J, já que o mutante 
bglB::Tn5 não apresenta fenótipo de expressão de fímbria do tipo 1 e essa é a 
estrutura mais importante para causar infecção urinária. O teste foi feito apenas 
com o mutante de todo o operon bgl porque, por se tratar de um operon, o 
promotor encontra-se antes do primeiro gene (bglG), de modo que não é possível 
complementar corretamente o mutante MT78ΔbglB uma vez o gene bglB não 
possui promotor próprio. Conforme mostrado na Figura 16, o mutante MT78Δbgl 
apresenta uma contagem bacteriana dez vezes menor que a cepa selvagem na 
bexiga (p < 0,001). Tal efeito não é observado nos rins. Esse resultado sugere 
que a fímbria do tipo 1 pode estar sendo menos expressa no mutante MT78Δbgl, 
tal como no MT78ΔtreA. Um ensaio com o mutante complementado deve ser feito 
para verificar a restauração do fenótipo selvagem. 
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Figura 16. Infecção in vivo do trato urinário de camundongos. Cada ponto 
representa a contagem de um animal. As medianas das contagens estão indicadas pelo 
traço horizontal. Os rins foram coletados e processados individualmente. O teste 
Wilcoxon signed-rank (two-tailed) foi usado para determinar significância estatística. O 
teste Mann-Whitney foi usado para determinar diferenças estatísticas entre a cepa 
selvagem e o mutante. ***: p < 0,001. 
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5. DISCUSSÃO 
Muitos grupos têm usado a técnica de STM para identificar genes de 
virulência em uma série de patógenos e modelos (Hensel et al., 1995, Badger et 
al., 2000, Li et al., 2005, ANTÃO et al., 2009, Dziva et al., 2013). A triagem de 
mutantes da nossa biblioteca STM resultou na identificação do regulador ibeR, 
que regula a expressão de ibeA e acaba por interferir na expressão da fímbria do 
tipo 1; genes do próprio operon da fímbria do tipo 1, fimA e fimI; genes cuja 
função não está associada à expressão da fímbria ou a qualquer outra proteína 
relacionada à invasão ou à virulência de ExPEC, ydeO e ymgA; e dois genes 
relacionados ao metabolismo de açúcares, treA e bglB. Os três primeiros, ibeR, 
fimA e fimI, serviram como validadores da seleção dos mutantes; treA foi 
caracterizado nesse trabalho; bglB foi parcialmente caracterizado, mostrando-se 
importante para a virulência in vitro e in vivo; ydeO e ymgA ainda não foram 
caracterizados, assim como parte dos possíveis mutantes atenuados pré-
selecionados que não foram testados individualmente. O uso da técnica de STM 
para gerar uma biblioteca de mutantes mostrou-se, portanto, uma fonte para a 
descoberta de potenciais genes associados à virulência bacteriana e sua 
regulação.  
Na cepa E. coli K-12, a proteína TreA converte trealose em duas moléculas 
de glicose no periplasma sob estresse osmótico, quando um aumento na 
osmolaridade é necessário para compensar a pressão osmótica do ambiente 
externo (Boos et al., 1987). Assim, é lógico esperar que o mutante treA seja 
potencialmente sensível ao estresse osmótico. O mutante MT78ΔtreA, entretanto, 
foi capaz de crescer em diferentes concentrações de cloreto de sódio (Fig. 5), 
  
88 
 
comportando-se de maneira oposta ao mutante K-12ΔtreA (Boos et al., 1987) e 
sugerindo um papel diferente para esse gene, que não o de resposta ao estresse 
osmótico, na cepa MT78. 
Em um trabalho recente, foi descrito o envolvimento da proteína TreA com 
a virulência em Burkholderia pseudomallei (Vanaporn et al., 2017). Devido ao fato 
de o mutante MT78ΔtreA ter apresentado capacidade atenuada de adesão e 
invasão a fibroblastos aviários (Fig. 6), foi feito o teste de aglutinação de levedura 
para verificar se a expressão da fímbria do tipo 1 também estaria afetada. 
Conforme mostrado na Figura 7, o mutante apresentou uma redução na 
expressão da fímbria do tipo 1 comparado à cepa selvagem, e essa redução não 
seria explicada pela orientação da região fimS, já que não foram observadas 
diferenças entre a cepa selvagem e o mutante (Fig. 8). 
A expressão da fímbria do tipo 1 de ExPEC é regulada por muitos 
mecanismos, como os reguladores globais H-NS, Lrp, IHF e FNR (Barbieri et al., 
2014, Corcoran and Dorman, 2009), recombinases FimB e FimE, alguns genes 
associados à virulência, como ibeA e ibeT (Cortes et al., 2008) em certas cepas e 
um operon de metabolismo de fosfato, pst (Crepin et al., 2012b), entre outros. 
Nossos resultados mostraram uma redução na aglutinação de levedura mais 
pronunciada quando as bactérias foram crescidas sob agitação até a fase mid-log 
do que quando crescidas estaticamente até a fase estacionária (Fig. 7). Nos 
ensaios de interação com células, a redução das capacidades de adesão e 
invasão também foram mais claras quando as cepas foram crescidas sob 
agitação até a fase mid-log (resultado não-mostrado). Esse tipo de regulação é 
similar à regulação do operon fim pelo sensor metabólico CRP-cAMP (CRP: 
  
89 
 
cAMP receptor protein; cAMP: AMP cíclico) (Muller et al., 2009). Devido ao fato do 
cAMP ser uma molécula-chave para sinalizar a ausência de glicose em bactérias, 
o efeito da TreA sobre a expressão da fímbria do tipo 1 poderia estar relacionado 
a esse regulador de transcrição global. Por outro lado, o CRP-cAMP afetou a 
orientação da região fimS, diferentemente do observado no mutante MT78ΔtreA. 
Uma possível explicação para a redução na expressão da fímbria do tipo 1 
no mutante MT78ΔtreA seria o acúmulo de trealose no periplasma bacteriano, 
que poderia levar a um desequilíbrio estrutural na membrana e, 
consequentemente, uma perturbação na montagem ou na ancoragem das 
fímbrias, que ocorrem no periplasma e na membrana externa, respectivamente. 
Para testar essa hipótese, foram criados mutantes para as enzimas da 
biossíntese de trealose, OtsA e OtsB. Conforme mostrado na Figura 2, essas 
enzimas sintetizam trealose no citoplasma, a partir de duas moléculas de glicose, 
e a trealose é exportada para o periplasma, onde vai ser degradada novamente 
em duas moléculas de glicose pela trealase periplasmática TreA, de acordo com a 
necessidade osmótica da bactéria (Giaever et al., 1988, Strom and Kaasen, 
1993). Conforme mostrado na Figura 9, o duplo mutante MT78ΔotsBA apresentou 
um título de aglutinação de levedura menor que o do mutante MT78ΔtreA, e o 
triplo mutante MT78ΔtreAotsBA, um título ainda menor. Como o efeito na 
expressão da fímbria do tipo 1 foi somado pela mutação nos genes da 
biossíntese, e não anulado, a hipótese de que é um acúmulo de trealose no 
periplasma que causa a redução na expressão da fímbria do tipo 1 foi rejeitada. 
Ao contrário, esse resultado sugere um envolvimento não só da enzima TreA, 
mas de toda a rota de biossíntese e degradação de trealose na expressão da 
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fímbria do tipo 1 na cepa MT78. A falta de trealose intracelular parece ter outros 
efeitos além de afetar a expressão da fímbria em E. coli. Um estudo recente 
mostrou que o mutante otsA para uma cepa E. coli tende a ser mais sensível ao 
estresse oxidativo e a aumentar a sinalização por indol, o que favorece a 
formação de células persisters (Kuczynska-Wisnik et al., 2015). 
 Não é o primeiro relato que um gene relacionado ao metabolismo de 
carboidratos estaria envolvido na virulência da cepa MT78. Uma Ilha Genômica 
associada a Sel-C, de nome AGI-3, foi encontrada no genoma da MT78 contendo 
três genes que codificam proteínas envolvidas no metabolismo de açúcares: um 
regulador transcricional da família LacI, um transportador hexuronato e uma α-
glicosidase. Sem esses genes, a cepa MT78 perdeu parte de sua capacidade de 
metabolizar carboidratos, incluindo trealose, e apresentou menor habilidade de 
causar bacteremia e de colonizar o fígado de galinhas White-Leghorn de três 
semanas 24 h e 48 h após a infecção (Chouikha et al., 2006). O operon 
metabólico frz também foi encontrado no genoma da MT78 e, quando deletado, a 
cepa foi menos capaz de interagir com células pulmonares (A549), hepáticas 
(LHM) e intestinais (Caco-2), de colonizar o intestino de pintos de um dia White 
Leghorn axênicos e, assim como em nosso trabalho, de expressar a fímbria do 
tipo 1 (Rouquet et al., 2009). O mecanismo pelo qual a perda de genes de 
metabolismo de açúcar afeta a expressão da fímbria do tipo 1, entretanto, ainda 
precisa ser elucidado. 
 Além do operon frz e dos genes de metabolismo de açúcares da ilha AGI-3, 
foi descrito para a MT78, também na ilha AGI-3, um operon funcional de 
metabolismo de frutoligossacarídeos (Schouler et al., 2009). Esse operon, apesar 
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de não estar envolvido em virulência, confere uma vantagem adaptativa à cepa 
MT78, permitindo que ela colonize a porção cecal do intestino, onde normalmente 
não são encontradas cepas de E. coli (Porcheron et al., 2012). No que se refere 
ao metabolismo de açúcares, pode-se dizer que a cepa MT78 não é uma E. coli 
típica, pois possui um arsenal de possibilidades em seu genoma. O operon bgl faz 
parte desse arsenal. Apesar de estar presente também na cepa K-12, encontra-se 
silenciado (críptico) na maior parte das E. coli (filogrupos A e B1) e ausente em 
outras (filogrupo D), porém funcional nas E. coli do filogrupo B2, como a MT78 e a 
CFT073 (Sankar et al., 2009). Conforme mostrado na Figura 14, as cepas 
selvagens MT78 e CFT073 foram capazes de fermentar os β-glicosídeos salicina 
e arbutina, confirmando a funcionalidade do operon bgl nessas cepas. 
 Cepas que possuem o operon bgl funcional têm a expressão do gene oppA 
aumentado, e isso lhes confere uma vantagem de crescimento na fase 
estacionária  (Harwani et al., 2012), entretanto não há relatos na literatura sobre o 
envolvimento do operon bgl com virulência de E. coli. Nossos dados mostram que 
o mutante MT78Δbgl demonstra menor capacidade de adesão e invasão a 
fibroblastos aviários (Fig. 15) e coloniza menos a bexiga de camundongos que a 
cepa selvagem (Fig. 16). O fato de o mutante original da biblioteca STM bglB::Tn5 
não ser capaz de aglutinar leveduras, e de o mutante MT78Δbgl ter uma 
diminuição na adesão e invasão de fibroblastos aviários e na capacidade de 
colonizar a bexiga indicam que o operon bgl afeta a expressão da fímbria do tipo 
1 na MT78. Essa suposição, porém, não se confirmou quando os mutantes 
MT78ΔbglB e MT78Δbgl foram testados para aglutinação de levedura após 
crescimento em LB estático e sob agitação. Uma possível explicação para a 
  
92 
 
discrepância entre os fenótipos de aglutinação do bglB::Tn5 e do MT78Δbgl seria 
uma dupla inserção de transposon no mutante bglB::Tn5; alternativamente, seria 
um efeito polar causado pela inserção do transposon. A complementação dos 
mutantes bglB::Tn5 e MT78Δbgl pode ajudar a esclarecer tais diferenças 
fenotípicas. Apesar dessas diferenças, é possível concluir que o operon bgl de 
alguma forma afeta  a virulência da cepa MT78. 
 Conforme mostrado na Figura 11 e comentado na seção 4.9, a 
complementação plasmidial do mutante MT78ΔtreA não foi suficiente para a 
recuperação de todos os fenótipos do mutante. Para demonstrarmos que todos os 
fenótipos observados no mutante MT78ΔtreA foram devidos somente à ausência 
do gene treA, foi necessária a complementação cromossômica do gene. 
Primeiramente, foi feita a complementação na região cromossômica attTn7 
(Crepin et al., 2012a). A cepa complementada, porém, além de não recuperar o 
fenótipo do mutante, apresentou um crescimento mais lento e colônias menores 
quando crescida em ágar LB (resultados não-mostrados). Uma nova estratégia de 
complementação foi desenvolvida (Seção 3.5. e Figura 3), utilizando parte da 
técnica descrita por Crépin e colaboradores (Crepin et al., 2012a) e parte descrita 
por Datsenko e Wanner (Datsenko and Wanner, 2000). 
Uma vez que a expressão de TreA está envolvida na resposta ao estresse 
osmótico na cepa K-12, e a ausência da TreA causou uma diminuição na 
expressão da fímbria no mutante MT78ΔtreA, seria a expressão da fímbria 
regulada pelo estresse osmótico? Estudos relatados até o momento são 
inconclusivos. Em 2002, Schwan e colaboradores mostraram que uma diminuição 
na expressão da fímbria do tipo 1 aconteceu sob estresse osmótico causado por 
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NaCl e baixo pH na cepa UPEC NU149 (Schwan et al., 2002). Em 2004, Snyder e 
colaboradores fizeram um transcriptoma da cepa CFT073 durante uma infecção 
do trato urinário e a expressão da fímbria do tipo 1 estava aumentada juntamente 
com genes que são regulados pela resposta ao estresse osmótico (Snyder et al., 
2004). Em 2013, Withman e colaboradores mostraram, também para CFT073, 
que a fímbria do tipo 1 estava mais expressa sob estresse osmótico por aumento 
de ureia, mas não respondeu a um aumento de NaCl (Withman et al., 2013). 
Finalmente, em 2015, Greene e colaboradores concluíram que, para a cepa 
UPEC UTI189, a fímbria do tipo 1 é menos expressa em urina humana (Greene et 
al., 2015). Nossos resultados mostraram um título de aglutinação de leveduras 
maior na urina humana do que em LB (Fig. 7), mas a variabilidade da composição 
da urina poderia explicar essa diferença. Não é possível definir estritamente 
papéis para o estresse osmótico na regulação da fímbria do tipo 1 em E. coli, seja 
baseando-se em nosso trabalho ou nos supracitados, pois todos foram feitos em 
cepas E. coli diferentes, cada uma delas podendo apresentar um mecanismo 
diferente de regulação da fímbria do tipo 1. Entretanto, de acordo com os dados 
do nosso trabalho, é seguro afirmar que TreA tem papel na invasão celular pela 
cepa MT78 e em seus níveis de produção de fímbria do tipo 1. 
A adesina FimH da cepa MT78 é quase idêntica à FimH da CFT073 e da 
cepa APEC 5155 (Fig. 13). Apesar de essas três cepas apresentarem 
comportamentos diferentes frente ao contato com células eucarióticas, elas 
possuem uma FimH de alta afinidade, devido à presença de um resíduo de 
aspartato na posição 188. Esse aminoácido em particular foi descrito como 
responsável por aumentar a afinidade de FimH à manose, e cepas com essa 
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característica tendem a apresentar uma adesão mais focal e a se espalharem 
menos pelo hospedeiro (Eris et al., 2016). Mutações nas posições 27, 62, 70, 78 e 
128 também poderiam explicar diferenças na afinidade FimH-manose (Eris et al., 
2016); entretanto, essas três cepas possuem os mesmos resíduos nessas 
posições, que normalmente variam muito. Como a fímbria do tipo 1 é uma 
importante adesina e a proteína responsável por fazer propriamente a adesão, 
FimH, é altamente similar para essas três cepas E. coli, apesar de elas 
demonstrarem diferenças em adesão e invasão celular, outras diferenças entre 
essas cepas ou uma regulação distinta da fímbria do tipo 1 devem contribuir para 
a capacidade que a cepa MT78 invada uma ampla variedade de células 
eucarióticas. 
E. coli é um colonizador natural de animais de sangue quente, mas alguns 
clones tornaram-se patogênicos e podem causar doença em vários nichos. Cepas 
ExPEC causam doenças em humanos e outros animais e possuem potencial 
zoonótico. Cepas NMEC foram capazes de colonizar galinhas em um modelo de 
coliceptissemia de pintos de um dia, assim como cepas APEC foram capazes de 
causar meningite em um modelo de meningite neonatal de ratos (Tivendale et al., 
2010). Além disso, Skyberg e colaboradores mostraram que a introdução dos 
plasmídeos de uma APEC O2 em uma cepa E. coli comensal de galinhas 
aumentou a capacidade da cepa em colonizar o trato urinário de camundongos 
(Skyberg et al., 2006). Em nosso trabalho, a cepa APEC MT78, cujo sorotipo é O2 
e pertence ao sequence type ST95, comum entre cepas ExPEC, mostrou-se 
capaz de causar infecção urinária em camundongos em níveis comparáveis a 
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cepas UPEC humanas, como a CFT073. Esse resultado também reforça o 
potencial zoonótico de certas cepas ExPEC. 
Criamos uma biblioteca de mutantes usando a técnica de mutagênese 
marcada com assinatura para melhor entendermos o fenótipo invasivo da cepa 
MT78 a células do hospedeiro. Os mutantes atenuados mostraram inserções do 
transposon em genes do operon fim e em genes que afetam a expressão da 
fímbria do tipo 1. Nossos resultados sugerem fortemente que a fímbria do tipo 1 é 
uma estrutura essencial para a invasão da cepa MT78 a células eucarióticas. 
Especificamente, nossos resultados também demonstram que o gene treA é 
necessário para a máxima expressão da fímbria do tipo 1 nessa ExPEC em 
particular e que a perda desse gene reduz significativamente a capacidade de 
invasão celular e de colonização da bexiga em um modelo murino de infecção 
urinária. 
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6. CONCLUSÕES 
 6.1. A seleção de mutantes atenuados da biblioteca criada por STM 
resultou em sete genes potencialmente envolvidos no fenótipo invasivo da cepa 
MT78. 
6.1.1. A fímbria do tipo 1 está diretamente envolvida, umas vez que 
os mutantes com os genes fimA e fimI interrompidos mostraram-se 
incapazes de invadir fibroblastos aviários. 
6.1.2. Há envolvimento dos reguladores de transcrição ibeR, por 
meio da expressão da fímbria do tipo 1, e ydeO, por mecanismo ainda 
desconhecido. 
6.1.3. O gene ymgF, que codifica uma proteína envolvida na divisão 
celular, está potencialmente envolvido, por mecanismo ainda 
desconhecido. 
6.1.4. Os genes treA e bglB, que codificam, respectivamente, a 
trealase periplasmática e a 6-fosfo-β-blicosidase B, estão envolvidos, 
mostrando que o metabolismo de açúcares pode regular a virulência. 
6.2. O gene treA é necessário para a máxima expressão da fímbria do tipo 
1 na cepa MT78; o gene bglB tem efeito no fenótipo invasivo dessa cepa por um 
mecanismo ainda a ser elucidado. 
6.3. Os genes treA e bglB têm influência na virulência da cepa MT78 em 
modelo murino de infecção urinária, contribuindo para a máxima colonização da 
bexiga, mas sem influência na colonização renal. 
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